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(57) Abstract 



The invention concerns the use of parent peptide analogues, characterised in that they correspond to said parent peptide in which: 
at least a peptide bond -CO-NH- of the peptide chain, is modified, except for retro or retro-inverso type modifications; or at least an 
amino acid of the peptide chain, is substituted by a non-proteinogenic amino acid; or at least a peptide bond -CO-NH- of the peptide 
chain is substituted by a non proteinogenic amino acid. Said peptide analogues are used for preparing medicines for preventing or treating 
the pathologies mentioned in the description; or preparing a composition for diagnosing said pathologies, or for assessing in vivo the 
immune response concerning said pathologies, using a hypersensitivity cutaneous reaction by intradermal injection of said composition; or 
implementing an in vitro diagnostic method of said pathologies. 

(57) Abrege* 



V invention a pour objet 1 'utilisation d'analogues peptidiques de peptides parents, caracterises en ce qu'ils correspondent auxdits 
peptides parents dans lesquels: au moins une liaison peptidique -CO-NH- de la chaine peptidique, est modifiee, a I'exception des 
modifications du type retto, ou r6tro-in verso, ou au moins un acide amin6 de la chaine peptidique, est substitu6 par un acide amin6 non 
protemogenique, ou au moins une liaison peptidique -CO-NH- de la chaine peptidique, est modifiee, et au moins un acide amin6 de 
ladite chaine peptidique est substitu6 par un acide non protemogenique, pour la preparation d'un medicament destine a la prevention 
ou au traitement des pathologies susmentionnees, ou la preparation d'une composition destinee au diagnostic in vivo des pathologies 
susmentionnees, ou a Evaluation in vivo de la response immunitaire dans le cadre des pathologies susmentionnees, par mise en oeuvre d'une 
reaction cutanee d , hypersensibilit6 par injection intradermique de ladite composition, ou la mise en oeuvre d'une mdthode de diagnostic in 
vitro desdites pathologies. 
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ANALOGUES PEPTIDIQUES ET LEURS UTILISATIONS NOTAMMENT 
DANS DES COMPOSITIONS PHARMACEUTIQUES ET POUR LE 
DIAGNOSTIC 



5 La presente invention a pour objet des analogues peptidiques et leurs 

utilisations, principalement dans le domaine de la preparation de compositions 
pharmaceutiques, notamment de vaccins, et pour le diagnostic in vitro ou in vivo 
de diverses pathologies. 

Le developpement des neuropeptides, des hormones peptidiques et des 

10 antibiotiques a base de peptides, ou des vaccins synthetiques a base de peptides, 
est fortement perturbe par la grande sensibilite des peptides vis a vis de la 
proteolyse qui limite, entre autres, 1 'administration orale et parenterale. 

Les pseudopeptides representent une classe de molecules particulierement 
interessante dans la conception d'inhibiteurs d'enzymes. Le clivage par les 

15 peptidases est implique dans une variete de processus biologiques puisqu'il permet 
de generer a partir de precurseurs inactifs des fragments proteiques ou peptidiques 
actifs. L'idee qu'un lien isostere pouvait etre considere comme un mime de 
r intermediate tetraedrique forme lors du passage par I'etat de transition, a ouvert 
la voie des inhibiteurs de type pseudopeptidiques. Au debut des annees 80, cette 

20 approche a ete utilisee avec succes dans le developpement d'inhibiteurs puissants 
de 1' enzyme de conversion de I'angiotensine (ACE), de la renine (Szelke et aL, 
1982 ; Boger et aL, 1983) et de la protease aspartique du VIH (Huff, 1991). Plus 
recemment, plusieurs inhibiteurs pseudopeptidiques selectifs de la Ras farnesyl 
transferase ont ete proposes. Ces molecules presentent un interet therapeutique 

25 potentiel dans le traitement des cancers impliquant 1' oncogene Ras mute (Buss & 
Marsters, 1995). 

Les analogues pseudopeptidiques d' hormones peptidiques ont egalement fait 
l'objet de nombreuses etudes avec pour objectif premier la stabilisation du peptide 
de depart et une conservation de Tactivite. Cette strategie a effectivement perm is 

30 la decouverte d'agonistes puissants (Chorev et aL, 1979 ; Nagain et aL, 1988 ; 
Doulut et aL, 1992), mais aussi d'agonistes partiels et meme d'antagonistes de 
I' hormone etudiee (Martinez et aL, 1985 ; Coy et aL, 1989 ; Leban et aL, 1993 ; 
Cai et aL, 1994). Des analogues plus selectifs au niveau d'un recepteur ont aussi 
ete obtenus dans certains cas (Mendre, 1988 ; Nagain et aL, 1988 ; Schiller et aL, 

35 1993). Par ailleurs, la liaison pseudopeptidique permet d' explorer les 
caracteristiques conformationnelles du ligand au niveau du site modifie et, 
d'evaluer la contribution de la liaison amide et des liaisons hydrogenes inter- ou 
intramoleculaires dans 1* interaction avec le ou les recepteurs. 
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Toutefois, les modifications effectuees jusqu'a present sur les peptides a 
usage immunologique se limitent essentiellement a Tadjonction de sucres, a celle 
d'acides gras plus ou moins longs pour permettre 1 'emulsion des lipopeptides 
resultants, a la cyclisation par formation de ponts disulfure ou covalents, ainsi qu'a 
I'adjonction de molecules telles que la biotine, pour augmenter, par exemple, la 
sensibilite des tests immunochimiques en phase solide. 

Plusieurs auteurs ont affirme que les pseudopeptides possedent probablement 
tres peu ou pas d'immunogenicite, puisqu'ils ne pouvaient pas etre transformed et 
presented aux molecules du complexe majeur d'histocompatibilite (CMH) pour etre 
reconnus par les cellules T auxiliaires ou par les lymphocytes T cytotoxiques. 
C'est ainsi que Dintzis et al. ont decrit que Tenantiomere L de la rubrexodine 
induit une forte reponse immunitaire par production d'immunoglobu lines d'isotype 
G (IgG), tandis que la proteine correspondante constitute d'acides amines tous de 
configuration D, n' induit pas de reponse immunitaire. 

C'est dans ce contexte que les immunoretroides decrits ci-apres, ainsi que les 
anticorps diriges contre ces derniers, ont ete decrits dans la demande internationale 
WO 95/24916, comme etant utilisables dans le domaine de la vaccination contre 
des pathologies dans lesquelles les peptides dont ils derivent (peptides parents) 
etaient impliques, ainsi que pour le diagnostic de ces pathologies. 

Les auteurs de cette demande internationale, qui sont egalement les auteurs 
de la presente demande, avaient en effet, pour la premiere fois, mis en evidence 
que la modification par remplacement d'une liaison peptidique -CO-NH- de la 
chaine peptidique d'un peptide, par une liaison -NH-CO-, et, le cas echeant par 
remplacement d'un acide amine de configuration L par un acide amine de 
configuration D, permet d'obtenir des analogues peptidiques (retro ou retro- 
inverso respectivement) susceptibles d'etre utilises dans le cadre du traitement de 
pathologies impliquant la reponse immunitaire a mediation humorale ou cellulaire. 

Les immunoretroides susmentionnes sont des composes du type peptidique, a 
savoir des composes constitues d'une chaine d'acides amines proteinogeniques, 
dont Tune au moins des liaisons -CO-NH-, et avantageusement toutes les liaisons 
-CO-NH- , de la chaine peptidique du peptide parent correspondant, (ne 
comportant pas de liaison -NH-CO- dans sa chaine peptidique), est (sont) 
remplacee(s) par une (des) liaison(s) -NH-CO-, la chiralite de chaque residu 
aminoacyle, qu'il soit implique ou non dans une ou plusieurs liaisons -NH-CO- 
susmentionnees, etant soit conservee (peptide retro), soit inversee (peptide retro- 
inverso) par rapport aux residus aminoacyles correspondants constituant ledit 
peptide parent. 

Par peptides retro- inverso, il faut entendre tout peptide et analogue 
peptidique repondant a la definition donnee ci-dessus des immunoretroides, ledit 
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peptide etant plus particulierement constitue d'une chaine peptidique dans laquelle 
Tun au moins des residus d'une part est lie a au moins un residu voisin par une 
liaison -NH-CO-, et d'autre part, est de chiralite opposee a celle de ce meme 
residu aminoacyle dans la chaine peptidique du peptide parent. 
5 Par peptide retro, il faut entendre tout peptide repondant a la definition 

donnee ci-dessus des immunoretroides, ledit peptide etant plus particulierement 
constitue d'une chaine peptidique dans laquelle Tun au moins des residus, est lie a 
au moins un residu voisin par une liaison -NH-CO-, la chiralite de la totalite des 
residus aminoacyles impliques dans au moins une liaison -NH-CO- etant conservee 
io par rapport au residu correspondant de la chaine peptidique du peptide parent. 

II va de soi que les liaisons -CO-NH- et -NH-CO- doivent etre prises en 
compte dans ce qui precede et ce qui suit, dans le sens de la chaine peptidique 
parente allant de l'extremite aminoterminale (N-terminale) vers l'extremite 
carboxyterminale (C-terminale). 
15 Compte tenu du contexte general d'incertitude sur I'efficacite des analogues 

peptidiques rappele ci-dessus, les auteurs de cette demande Internationale 
W095/24916 avaient considere que cette inversion du sens de la liaison amide 
entre les acides amines proteinogeniques, et/ou la modification de la configuration 
des acides amines proteinogeniques, representaient les seules modifications 
20 possibles des peptides parents pour obtenir des analogues peptidiques presentant 
une demi-vie superieure, et des proprietes biologiques, notamment 
immunologiques, comparables, voire superieures, a celles des peptides parents 
susmentionnes. 

Or, la presente invention decoule de la decouverte faite par les auteurs de la 
25 presente demande que, contrairement a ce qu'ils avaient cru bon de deduire dans le 
cadre de leur invention precedente en raison du contexte general rappele ci-dessus, 
ces modifications du type retro ou retro-inverso de la chaine peptidique des 
peptides parents, ne representent pas les seules modifications possibles permettant 
d' obtenir des analogues peptidiques d'interet, du moins dans le cadre du diagnostic 
30 et/ou du traitement de pathologies impliquant la reponse immunitaire a mediation 
cellulaire. 

En effet, les auteurs de la presente demande ont mis en evidence que la 
modification de peptides naturels impliques dans des pathologies dans lesquelles 
intervient 1'immunite a mediation cellulaire, et plus particulierement les 
35 lymphocytes T cytotoxiques, par remplacement des liaisons peptidiques -CO-NH- 
de la chaine peptidique desdits peptides naturels par d'autres liaisons encore que la 
liaison -NH-CO-, et/ou par remplacement des acides amines proteinogeniques du 
peptide naturel par des acides amines non proteinogeniques, permet d'obtenir des 
analogues peptidiques desdits peptides naturels pouvant etre utilises avec les 
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avantages susmentionnes dans le cadre du traitement ou du diagnostic desdites 
pathologies. 

Par "acide amine proteinogenique", on entend, dans ce qui precede et ce qui 
suit, tout acide amine entrant dans la constitution d'une proteine ou d'un peptide 
5 nature!. 

Par "acide amine non proteinogenique", on entend par opposition a la 
definition precedente, tout acide amine n' entrant pas dans la constitution d'une 
proteine ou d'un peptide naturel. On entend plus particulierement par "acide amine 
non proteinogenique", tout acide amine dont le carbone portant la chaine laterale 

10 R, a savoir le groupe -CHR-, situe entre -CO- et -NH- dans la chaine peptidique 
naturelle, est remplace par un motif n' entrant pas dans la constitution d'une 
proteine ou d'un peptide naturel. 

La presente invention a pour but de fournir des compositions 
pharmaceutiques, et plus particulierement des vaccins, comprenant des analogues 

15 peptidiques presentant une demi vie nettement superieure a celle des peptides 

naturels ou des proteines naturelles, ou a celle des peptides de synthese issus ou 
non de ces proteines naturelles (ces proteines naturelles, ou peptides issus ou non 
de ces dernieres, etant encore designes dans ce qui suit par l'expression "proteines 
ou peptides parents"), dont ils sont les analogues, tout en presentant une activite 

20 biologique, et plus particulierement immunologique, comparable, voire meme 
superieure, a celle des proteines ou peptides parents susmentionnes. ou encore une 
activite differente ou opposee a celle desdites proteines ou peptides parents. 

Un autre but de la presente invention est de fournir des methodes de 
diagnostic in vivo ou encore d' evaluation in vivo de la capacite de la reponse 

25 immunitaire d'un individu dans le cadre de pathologies dans lesquelles des 
peptides naturels ou proteines naturelles (exogenes ou endogenes) sont susceptibles 
d'intervenir en se liant aux molecules du CMH, les complexes peptides-CMH ainsi 
obtenus se aux recepteurs situes sur les cellules T et reconnaissant lesdits peptides 
naturels ou proteines naturelles sous leur forme complexee avec lesdites molecules 

30 du CMH. 

L' invention a egalement pour but de fournir des compositions et des trousses 
(ou kits) pour la mise en oeuvre des methodes de diagnostic ou d 1 evaluation in 
vivo de la reponse immunitaire susmentionnees. 

La presente invention a egalement pour but de fournir des methodes de 
35 diagnostic in vitro de pathologies associees a la presence dans Torganisme d'un 
individu de proteines endogenes ou exogenes, ces methodes etant realisees a l'aide 
des analogues peptidiques tels que definis ci-dessus, ou a l'aide d'anticorps diriges 
contre les complexes entre ces anticorps et les molecules de CMH, et presentant 
1' a vantage d'etre plus performantes que les methodes de diagnostic actuelles 
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realisees a l'aide des peptides ou proteines parents, ou a l'aide d'anticorps diriges 

contre ces derniers. 

La presente invention a egalement pour but de fournir de nouveaux kits pour 

la mise en oeuvre de telles methodes de diagnostic in vitro. 
5 La presente invention a pour objet l'utiiisation d'analogues peptidiques de 

peptides parents, ces peptides parents etant le cas echeant issus de proteines 

exogenes ou endogenes, lesdits peptides parents interagissant avec des molecules 

du CMH dans le cadre de pathologies impliquant une reponse immunitaire a 

mediation cellulaire, chez l'homme ou 1'animal, lesdits analogues etant caracterises 
to en ce qu'ils correspondent auxdits peptides parents dans lesqueis : 

au moins une liaison peptidique -CO-NH- de la chaine peptidique, est 

modifiee, a 1' exception des modifications du type retro, ou retro-inverso, ou 

au moins un acide amine de la chaine peptidique, est substitue par un 

acide amine non proteinogenique, ou 
15 - au moins une liaison peptidique -CO-NH- de la chaine peptidique, est 

modifiee, et au moins un acide amine de ladite chaine peptidique est substitue par 

un acide amine non proteinogenique, 

pour la preparation d'un medicament destine a la prevention ou au traitement 

des pathologies susmentionnees. 
20 L' invention a plus particulierement pour objet l'utiiisation susmentionnee 

d'analogues peptidiques issus de peptides parents interagissant avec des molecules 

du CMH de classe I, dans le cadre de pathologies impliquant les lymphocytes T 

cytotoxiques. 

Avantageusement, les analogues peptidiques utilises dans le cadre de la 
25 presente invention, et plus particulierement ceux issus de peptides parents 
interagissant avec des molecules du CMH de classe I, correspondent auxdits 
peptides parents dans lesqueis au moins une liaison peptidique -CO-NH- de la 
chaine peptidique, est modifiee, a l'exception des modifications du type retro, ou 
retro-inverso. 

30 Comme nous l'avons deja vu precedemment, il faut entendre par 1' expression 

"peptide parent" susmentionnee, 

- soit un peptide existant tel quel a l'etat naturel, notamment dans un micro- 
organisme ou dans un organisme superieur (notamment dans I'organisme humain), 

- soit tout peptide d'interet immunologique obtenu par synthese peptidique, a 
:>5 partir d'acides amines proteinogeniques, 

- soit un peptide issu d'une proteine telle qu'elle existe a Tetat naturel dans 
les organismes susmentionnes, notamment par fragmentation de ladite proteine 
(notamment a l'aide de proteases appropriees, puis purification du peptide en 
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question), ou par synthese peptidique (selon les methodes classiquement utilisees 
dans ce domaine) 

- soit un peptide issu d'une proteine telle qu'elle existe a 1'etat naturel mais 
dont Tactivite immunologique a ete modifiee, conservee ou optimisee par 
5 remplacement de certains amino acides de la sequence naturelle par des acides 

amines proteinogeniques, par exemple a la suite d'un criblage d'une librairie de 
peptides analogues obtenue par synthese peptidique. 

L' invention a egalement pour objet les analogues peptidiques de peptides 
parents, ces peptides parents etant le cas echeant issus de proteines exogenes ou 
10 endogenes, lesdits peptides parents pouvant interagir avec des molecules du CMH 
dans le cadre de pathologies chez rhomme ou 1'animal, lesdits analogues etant 
caracterises en ce qu'ils correspondent auxdits peptides parents dans lesquels : 

au moins une liaison peptidique -CO-NII- de la chaine peptidique est 
modifiee, a l'exception des modifications du type retro, ou retro-inverso, ou 
15 - au moins un acide amine de la chaine peptidique, est substitue par un 

acide amine non proteinogenique, ou 

au moins une liaison peptidique -CO-NH- de la chaine peptidique, est 
modifiee, et au moins un acide amine de la chaine peptidique, est substitue par un 
acide non proteinogenique. 
20 Avantageusement, les analogues peptidiques susmentionnes de I' invention 

sont caracterises en ce que le nombre de residus aminoacyles proteinogeniques ou 
non, et relies par une liaison modifiee ou non, est compris entre environ 5 et 
environ 20, de preference entre 8 et 12 pour les analogues peptidiques se liant aux 
molecules du CMH de classe I, et de preference entre 8 et 16 pour les analogues 
25 peptidiques se liant aux molecules du CMH de classe II. 

L' invention a plus particulierement pour objet les analogues peptidiques tels 
que decrits ci-dessus, caracterises en ce que Tune au moins des liaisons 
peptidiques -CO-NH- de la chaine peptidique du peptide parent est remplacee par 
une liaison differente de la liaison -CO-NH-, ladite liaison differente etant 
30 notamment choisie parmi les suivantes : 

-CH2-NH- (methylene amino) ; 
-CH 2 -CH 2 - (carba) ; 
-CO-CH2- (cetomethylene) ; 

-CH2-O (methylene-oxy) ; 

35 -CHOH-CH2- (hydroxyethylene) ; 

-CHOH-CHOH- (di-hydroxyethylene) ; 
-CH = CH- (E ou Z define) ; 
-CHCN-NH- (cyanomethylene amino) ; 
-S-CH 2 - (thiomethylene) ; 
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10 



-CH2-S- (methylene thio) ; 

-CS-NH- (thioamide) ; 

-PO2-NH- (phosphonamide) ; 

-CHOH- (hydroxymethylene) ; 

-NH-CO-NH- (uree) ; 

-CH CH- (oxirane) ; 

-C N- (tetrazole) ; 

// \ 
N N 

-CH9-CO-NH- ((3-homologation) ; 
-CHOH-CH2-NH- (hydroxyethylene amino) 

-CO-NH-NH- (hydrazino). 



15 L* invention a egalement pour objet les analogues peptidiques tels que decrits 

ci-dessus, et caracterises en ce que Tune au moins des liaisons peptidiques 
-CO-NH- de la chaine peptidique du peptide parent est remplacee par une liaison 
du type retro ou retro-inverso telle que definie ci-dessus , dans le cas ou I'un au 
moins des acides amines dudit analogue peptidique est un acide amine non 

20 proteinogenique. 

Des analogues peptidiques preferes dans le cadre de la presente invention 
sont caracterises en ce que Tune au moins des liaisons peptidiques -CO-NH- de la 
chaine peptidique ou peptide parent est remplacee par une liaison methylene 
amino, ou du type p-homologation, ou carba, ou cetomethylene, ou 

25 cyanomethylene amino, ou hydroxyethylene amino. 

L' invention a plus particulierement pour objet les analogues peptidiques de 
peptides parents impliques dans le metanome, notamment le peptide MARTI 27- 
35, led it peptide parent comportant, le cas echeant, une ou plusieurs mutations, tel 
que le peptide parent mute MARTI 27-35 Leu 28 , lesdits analogues peptidiques 

30 correspondant auxdits peptides parents dans lesquels Tune au moins des liaisons 
peptidiques -CO-NH- est modifiee, a I'exception des modifications du type retro, 
ou retro-inverso. 

A ce titre 1' invention concerne plus particulierement les analogues 
peptidiques du peptide parent Mart-1 27-35 du melanome, comportant une liaison 
35 methylene amino et repondant aux formules suivantes : 
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MARTI 27-35 

¥(1-2) 

¥(2-3) 

¥(3-4) 

¥(4-5) 

¥(5-6) 

¥(6-7) 

¥(7-8) 

¥(8-9) 



S cn 1 1 f* n r* /» e 










PI P2 P3 P4 P5 P6 


P7 


P8 


P9 




H- A - A - C5 - T t 


L - 


T - 


V 


-OH 


H-A*p(ch 2 nh)A-G - I - G - I - 




J 


V 


-OH 


H- A- At(ch 2 nh)G- I - G - I - 


L- 


T - 


V 


-OH 


H- A - A -Gy(ch 2 nh>I- G - I - 


L- 


T - 


V 


-OH 


H- A - A - G - It(ch 2 nh)G- I - 


L- 


T - 


V 


-OH 


H- A - A - G - I - Gy ( ch 2 nh)I- 


L- 


T - 


V 


-OH 



H- A - A - G - I - G - Ih'(ch 2 nh)L- T - V -OH 
H- A - A - G - I - G - 1 - Ly(ck 2 nm)T-V -OH 
H-A -A - G - I - G - I - L - T>(ch 2 nh>V-OH 



Ces analogues peptidiques \\j (1-2), i|/ (2-3), \\j (3-4), \y (4-5), \j/ (5-6), 
i|/ (6-7), \\f (7-8) et \\s (8-9), encore designes peptides reduits analogues de Mart-1 
15 27-35, correspondent a ce dernier peptide dans lequel la liaison -CO-NH- situee 
entre les residus PI et P2, P2 et P3, P3 et P4, P4 et P5, P5 et P6, P6 et P7, P7 et 
P8, P8 et P9 est remplacee respectivement par une liaison -CH2-NH-. 

L' invention a egalement pour objet les analogues peptidiques du peptide 
parent Mart-1 27-35 du melanome, comportant une liaison du type p-homologation 
20 et repondant aux formules suivantes : 



Sequences 



25 



30 







PI 


P2 


P3 


P4 


P5 


P6 


P7 


P8 


P9 




MARTI 27-35 


H- 


A 


-A - 


G 


- I 


- G 


- I - 


L- 


T 


- V 


-OH 


91 


H- 


p-homoA-A- 


G 


- I - 


G 


- I - 


L- 


T 


- V 


-OH 


P2 


H- 


A-i 


3-homoA- 


•G 


- 1 - 


- G 


- I - 


L- 


T 


- V 


-OH 


P3 


H- 


A 


- A -p-homoG-I - 


- G 


- I - 


L- 


T 


- V 


-OH 


P4 


H- 


A 


-A - 


G 


"P-homoI-G 


- I - 


L- 


T 


- V 


-OH 


P5 


H- 


A 


-A - 


G 


- I 


~fJ-homc 


G-I - 


L- 


T 


- V 


-OH 


P6 


H- 


A 


-A - 


G 


- I 


- G 


-P-homo 


I-L- 


T 


- V 


-OH 


P7 


H- 


A 


-A - 


G 


- I 


- G 


- I - 


fl-homo 


L-T 


- V 


-OH 


P8 


H- 


A 


-A - 


G 


- I 


- G 


- I - 


L- 


p-homo 


T-V 


-OH 


P9 


H- 


A 


-A - 


G 


- I 


- G 


- I - 


- L 


■ T - 


(i-homoV-OH 
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9 



10 



Ces analogues peptidiques pi a (39 de Mart-1 27-35 correspondent a ce 
dernier peptide dans lequel la liaison -CO-NH- situee entre les residus PI et P2, 
P2 et P3, P3 et P4, P4 et P5, P5 et P6, P6 et P7, P7 et P8, P8 et P9, est 
remplacee respectivement par une liaison -CH2-CO-NH-. 

L' invention a egalement pour objet les analogues peptidiques du peptide 
parent mute Mart-1 27-35 Leu^S, correspondant au peptide Mart-1 27-35 dans 
lequel 1' alanine en position 28 est remplacee par la leucine, et comportant une 
liaison du type P-homologation entre les memes residus que dans le cas decrit ci- 
dessus des analogues peptidiques pi a p9. 

L' invention a egalement pour objet les analogues peptidiques de MARTI 27- 
35 dont Tune au moins des liaisons -CO-NH- est remplacee par une liaison -CH2- 
CH2-, tels que les analogues 1 a 8 suivants (encore designes pseudopeptides carba 
analogues de MART): 




20 




O 



2 



H 



O 



30 



3 




Gly-Ile-Leu-Thr-Val-OH 



35 



4 




20 




L' invention a plus particuiierement pour objet les analogues peptidiques des 
peptides parents du virus de la grippe, notamment du peptide parent M58-66, 
lesdits analogues peptidiques correspondant auxdits peptides parents dans lesquels 
25 Tune au moins des liaisons peptidiques -CO-NH- est modifiee, a I'exception des 
modifications du type retro, ou retro-inverso ; avantageusement, lesdits analogues 
sont choisis parmi ceux dont Tune au moins des liaisons -CO-NH- est remplacee 





par une liaison 


-CH2-NH-, tels que les analogues suivants : 












Sequences 








30 




PI P2 P3 P4 P5 P6 P7 


P8 


P9 




M58-66 


H- G - L - L - G - F - V - F - 


T 


- L 


-OH 




¥(1-2) 


H-Gv(ch 2 nh>L-L - G - F - V - F - 


T 


- L 


-OH 




¥(2-3) 


H- G- Lv(ch 2 nh)L- G - F - V - F - 


T 


- L 


-OH 




¥(3-4) 


H~ G - L -Lt(ch 2 nh>G- F - V - F - 


T 


- L 


-OH 


35 


¥(4-5) 


H- G - L - L - Gy(ch 2 nh)F- V - F - 


T 


- L 


-OH 




¥(5-6) 


H- G - L - L - G - Fs*(ch 2 nh)V- F - 


T 


- L 


-OH 




¥(6-7) 


H-G -L - L - G - F - Vt(ch 2 nh)F- 


T 


- L 


-OH 



H'(7-8) H-G -L - L- G-F - V - Fv<ch 2 nh)T - L -OH 

^(8-9) H-G -L - L - G-F - V - F - T><ch 2 nh>L-OH 
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Ces analogues peptidiques i|/ (1-2), y (2-3), (3-4), \\t (4-5), y (5-6), 
vj/ (6-7), i|/ (7-8) et \\j (8-9), encore designes peptides reduits analogues de M58-66, 
correspondent a ce dernier peptide dans lequel la liaison -CO-NH- situee entre les 
residus PI et P2, P2 et P3, P3 et P4, P4 et P5, P5 et P6, P6 et P7, P7 et P8, P8 et 
P9 est remplacee respectivement par une liaison -CH2-NH-. 

Invention a egalement pour objet les analogues peptidiques de peptides 
parents du virus du SID A, notamment des peptides NEF 84-92, et GAG 77-85, 
lesdits analogues peptidiques correspondant auxdits peptides parents dans lesquels 
1'une au moins des liaisons peptidiques -CO-NH- est modifiee, a l 1 exception des 
modifications du type retro, ou retro-inverso, lesdits analogues etant notamment 
choisis parmi : 

- ceux dont Tune au moins des liaisons -CO-NH- est remplacee par une 
liaison -CH 2 -NH-, tels que les analogues NEFRD1-8 du peptide NEF, et 
GAGRD1-8 du peptide GAG suivants : 







Purete 


NEF 


AVDLSHFLK 


98% 


NEFRD1 


A4 > (CH2~NH)VDLSHFLK 


99% 


NEFRD2 


AV4'(CH 2 -NH)DLSHFLK 


93% 


NEFRD3 


AVDH'(CH 2 -NH)LSHFLK 


97% 


NEFRD4 


AVDL4 J (CH 2 -NH)SHFLK 


98% 


NEFRD5 


AVDLS4 i (CH 2 -NH)HFLK 


86% 


NEFRD6 


AVDLSH V F(CH 2 -NH)FLK 


98% 


NEFRD7 


AVDLSHF^(CH 2 -NH)LK 


92% 


NEFRD8 


AVDLSHFL^(CH 2 -NH)K 


91% 







Purete 


GAG 


SLYNTVATL 


96% 


GAGRD1 


ST(CH 2 -NH)LYNTVATL 


95% 


GAGRD2 


SLT(CH 2 -NH)YNTVATL 


95% 


GAGRD3 


SLYH / (CH 2 -NH)NTVATL 


95% 


GAGRD4 


SLYN V P(CH 2 -NH)TVATL 


95% 


GAGRD5 


SLYNT V P(CH 2 -NH)VATL 


95% 


GAGRD6 


SLYNTV V P(CH 2 -NH)ATL 


95% 


GAGRD7 


SLYNTVA4 J (CH 2 -NH)TL 


95% 


GAGRD8 


SLYNTVATT(CH 2 -NH)L 


95% 



- ceux dont 1'une au moins des liaisons -CO-NH- est remplacee par une 
liaison -CHOH-NH-, tels que les analogues NEFHEA1-8 du peptide NEF 
suivants : 
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NEF 
NEFHEA1 
NEFHEA2 
NEFHEA3 
NEFHEA4 
NEFHEA5 
NEFHEA6 
NEFHEA7 
NEFHEA8 



Purete Masse 

AVDLSHFLK 

AT(CHOH-NH)VDLSHFLK 98% 1046,50 

AVT(CHOH-NH)DLSHFLK 95% 1046,56 

AVD4 y (CHOH-NH)LSHFLK 83 % + 15 % 1029,00 

AVDLT(CHOH-NH)SHFLK 98% 1047,97 

AVDLST(CHOH-NH)HFLK 99% 1047,08 
AVDLSHT (CHOH-NH)FLK 

AVDLSHF^(CHOH-NH)LK 97% 1047,19 

AVDLSHFLT(CHOH-NH)K 97% 1046,77 



Des analogues peptidiques preferes dans le cadre de la presente invention 
sont caracterises en ce que Tun au moins des acides amines de la chaine peptidique 
du peptide parent, est substitue par un acide amine non proteinogenique, tel que 
defini ci-dessus. 

Avantageusement, les acides amines non proteinogeniques utilises sont 
choisis parmi les acides amines suivants: 

- les acides amines de configuration D, 

- les acides a-amines de formule generate : 



1 



c ■ 



0 H 



0 



dans laquelle ; 

- Ri, R2 et R3, representent independamment les uns des autres : un atome 
d'hydrogene, un hydroxy le, un radical alkyle de 1 a 25 atomes de carbone, un 
radical contenant un groupe allyle et ayant de 3 a 25 atomes de carbone, un radical 
contenant un ou plusieurs cycles aromatiques ou non, notamment un groupe aryle, 
et ayant de 6 a 25 atomes de carbone, et notamment les groupes suivants : -CH3 
(methyl), -CH 2 CH 3 (ethyl), -(CH 2 )4-CH 3 , -CH(CH 3 ) 2 (isopropyl), -C(CH 3 ) 3 
(tertiobutyl), -CD (phenyl), -CH 2 <I> (benzyl), -CH 2 <I>C1 (para-chlorobenzyl), 
-CH2-CH2O (2-phenyl-ethyl), -CH 2 CHCH2 (alkyl), methylfluorenyl, 
-CH 2 CONH 2 (glycolamide), -CH 2 CON0 2 (benzhydrylglycolamide), -CHOHO, 

■ CH2 'C^ '- cH 2-4j^ ' _CH K_y • 
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15 



20 



25 



etant entendu que Tun des deux groupes R2 et R3 peuvent representer une chaine 
laterale d'acides amines naturels lorsque soit Rj, soit l'autre des deux groupes R2 
et R3 ne representent pas un atome d'hydrogene, 

- le cas echeant, Rj, R2, Ca et N forment un heterocycle de 4 a 8 atomes de 
carbone, aromatique ou non, le cas echeant substitue, notamment un heterocycle 
de formule : 



ou 



H 

- les acides P-amines de formule generale : 




*> ^ \ 



3 



dans laquelle Ri, R2 et R3, independamment les uns des autres representent 
une chaine laterale d'un acide amine naturel, ou sont tels que definis ci-dessus, 
notamment : 

. les p-homo amino acides de formule : 




OH 



dans laquelle R] et R2, sont tels que definis ci-dessus, ou 
. les a-hydroxy p-homo amino acides de formule : 

$4 




dans laquelle R\ et R2, sont tels que definis ci-dessus, 
- les acides y-amines de formule generale : 

f 



(5 




dans laquelle R\, R2, R3 et R4 representent independamment les uns des 
autres une chaine laterale d'un acide amine naturel, ou Rj, R2 et R3, sont tels que 



WO 98/50423 




PCT/FR98/00923 



definis ci-dessus, et R4 a la meme signification que celle donnee ci-dessus pour 
R], R2 et R3, 



notamment les derives de statine de formule : 




L' invention a plus particulierement pour objet les analogues peptidiques des 
peptides parents du virus de la grippe, notamment du peptide parent M58-66, 
lesdits analogues peptidiques correspondant auxdits peptides parents dans lesquels 
Tun au moins des acides amines de la chaine peptidique, est substitue par un acide 
amine non proteinogenique, tels que les analogues suivants : 
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P~ic62]M58-66 



H-Gly fa -lle-Leu-Gly 




[3-Pya62JM58'66 
H-Gly^-lle-Leu-Gly^ 




.Thr-Leu 65 -OH 



O 



O 




O 

N 

= H 




.Thr-Leu^-OH 



O 



O 



[2-Tha62]M58-66 

H-Gly^-Me-Leu-Giy^ 




[D-Phe62]M58-66 

H-G iy 58 -! le -Le u -O ty^ 




o 




.Thr-Leu^-OH 



O 



jO 



H 



o 



(Tic64]M58-66 



H-Gfy^-lle-Leu-Gty- 



H 





o 



Thr-Leu^-OH 



O 



[3-Pya64]M58-66 C ^ 



o 

H-GIy^-lte-Leu-Gty^ /^^.N^^J^ 

O 





,Thr-Leu E€ -OH 



O 
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O 




13 ^Jl^ A. ^Thr-Leu^-OH 

o >^ o 



tD-Phe64]M58-66 

H-Gfy^-lte-Leu-Glyv. 

H 





o 



O 



-TTir-Leu E ' 6 -OH 



[Cha62JM58-66 

H-Gly 58 - Ife-Leu-Giy • 




O 




Thr-Leu^-OH 



O 



[N-MePhe62]M58-66 



H-Gly^-re-Leu-Giy* 




O 




O 



[pCI-Phe62]M58-66 

r ° 

H-Gly^-lfe-Leu-Glyv^ ^^/^v^A. 




o 




-Leu^-CH 



O 



[Phg62)M58-66 



H-Gfy^-lle-Leu-Gi^ 




o 



o 




Thr-Leu^-OH 



O 




10 



15 




Avantageusement, les analogues peptidiques susmentionnes de 
I ' invention sont selectionnes parmi ceux susceptibles : 
25 - d'une part d'etre reconnus par les molecules du CMH et de s'associer 

avec ces dernieres, notamment par mise en oeuvre de la methode suivante : 

• incubation (notamment pendant environ 2 heures a 25 °C, puis 
environ 12 heures a 4°C) de l* analogue peptidique en presence de molecules du 
CMH, provenant de la lyse de cellules humaines ou animales, ou purifiees 

30 notamment par chromatographic d'affinite a partir de lignees cellulaires humaines 
ou animales, sur un support solide recouvert d'un premier anticorps, notamment 
monoclonal, reconnaissant specifiquement les molecules du CMH dans leur 
conformation dependante de leur liaison audit analogue peptidique, 

• addition sur le support solide precedent d'un deuxieme anticorps 
35 marque, notamment par couplage a un marqueur radioactif, enzymatique ou 

fluorescent, ledtt anticorps marque reconnaissant specifiquement soit les molecules 
du CMH dans leur conformation dependante de leur liaison a 1' analogue 
peptidique, soit une molecule se liant elle-meme specifiquement aux molecules du 



WO 98/50423 




PCT/FR98/00923 



CMH dans leur conformation susmentionnee, notamment la (32-microglobuline 
reconnaissant specifiquement les molecules du CMH de classe I, 

• detection, apres rincage du support solide, de Teventuelle presence du 
deuxieme anticorps marque reste fixe sur le support solide, temoignant d'un effet 
de reconnaissance et d' association entre les molecules du CMH et 1' analogue 
peptidique etudie, 

et, d' autre part, de former un complexe avec lesdites molecules du 
CMH, dont la stabilite peut etre evaluee par mise en oeuvre d'une methode de 
suivi dans le temps de la liaison etablie entre I' analogue peptidique et les 
molecules du CMH, cette methode etant avantageusement effectuee selon un 
protocole identique a la methode precedente, mais dans laquelle l'etape 
d* incubation de 1' analogue peptidique en presence des molecules du CMH sur le 
support solide recouvert dud it premier anticorps, se fait (avantageusement a une 
temperature de 37 °C) pendant des temps variables de quelques minutes a plusieurs 
jours. 

Les analogues peptidiques de 1' invention doivent etre reconnus par les 
molecules de CMH et s'associer a ces dernieres, notamment dans le cadre de la 
mise en oeuvre du test de reconnaissance decrit ci-dessus. Cette association peut 
etre faible (detectable a des concentrations en analogues peptidiques de Tordre de 
10" 4 a 10"5 M), intermediate (detectable a des concentrations en analogues 
peptidiques de Tordre de 10"^ a 10" 7 M), ou forte (detectable a des concentrations 
en analogues peptidiques de Tordre de 10"8 a 10~ 9 M). 

Les analogues peptidiques reconnus par les molecules du CMH dans le cadre 
de la presente invention sont de preference susceptibles de se Her pendant au 
moins environ 30 minutes auxdites molecules du CMH. 

L' invention a plus particulierement pour objet les analogues peptidiques tels 
que decrits ci-dessus et caracterises en ce qu'ils sont selectionnes parmi ceux 
susceptibles : 

d'induire in vitro T apparition et la croissance de lymphocytes T 
cytotoxiques a partir de cellules humaines ou animales, notamment a partir de 
cellules mononucleees issues du sang peripherique (PBMC), en presence de 
facteurs necessaires a la croissance et la differenciation des cellules T 
cytotoxiques, 

d'induire in vitro la cytolyse par des lymphocytes T cytotoxiques, de 
cellules cibles presentant a leur surface 1 ' analogue peptidique associe aux 
molecules du CMH, lesdits lymphocytes T cytotoxiques etant avantageusement 
preleves sur un patient atteint d'une pathologie dans laquelle est implique le 
peptide parent de T analogue peptidique etudie, 
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et d'induire in vitro la secretion de cytokines (ou interleukines) par ies 
lymphocytes T cytotoxiques susmentionnes, notamment IL-2, IL-4 ou 1' interferon 

Y> 

lesdits analogues peptidiques ainsi selectionnes etant : 
5 - soit des agonistes des recepteurs (TCR) reconnaissant 1'antigene 

(a savoir le peptide parent) des cellules T cytotoxiques, et derivent de peptides 
parents se comportant eux-memes comme des agonistes ou des antagonistes desdits 
recepteurs, 

. soit des agonistes partiels desdits recepteurs, et derivent de 
10 peptides parents se comportant eux-memes comme des agonistes desdits 
recepteurs, ces agonistes partiels induisant notamment la secretion d'une ou 
plusieurs cytokines differentes de celles dont la secretion est induite par les 
peptides parents. 

L' invention a plus particuiierement pour objet les analogues peptidiques tels 
15 que decrits ci-dessus et caracterises en ce qu'ils sont selectionnes parmi ceux : 

susceptibles d'induire in vitro I'apparition et la croissance de 
lymphocytes T cytotoxiques a partir de cellules humaines ou animates, notamment 
a partir de cellules mononucleees issues du sang peripherique (PBMC), en 
presence de facteurs necessaires a la croissance et la differenciation des cellules T 
20 cytotoxiques, 

n' induisant pas in vitro la cytolyse par des lymphocytes T cytotoxiques, 
de cellules cibles presentant a leur surface 1' analogue peptidique associe aux 
molecules du CMH, lesdits lymphocytes T cytotoxiques etant avantageusement 
preleves sur un patient atteint d'une pathologie dans laquelle est implique le 
25 peptide parent de V analogue peptidique etudie, 

n' induisant pas in vitro la secretion de cytokines (ou interleukines) par 
les lymphocytes T cytotoxiques susmentionnes, notamment IL-2, IL-4 ou 
1' interferon y, 

lesdits analogues peptidiques ainsi selectionnes etant des antagonistes des 
30 recepteurs des cellules T cytotoxiques. 

L' invention a egalement pour objet l'utilisation d'analogues peptidiques tels 
que definis ci-dessus pour la preparation de medicaments, notamment de vaccins, 
destines a la prevention ou au traitement des pathologies dans lesquelles les 
peptides parents sont des agonistes ou antagonistes des recepteurs reconnaissant 
35 I'antigene des cellules T cytotoxiques, et plus particuiierement des pathologies 
neurodegeneratives infectieuses (d'origine virale ou bacterienne), tumorales, auto- 
immunes et allergiques. 
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Parmi les pathologies tumorales susceptibles d'etre traitees dans le cadre de 
la presente invention, on peut citer le melanome, notamment a l'aide des analogues 
peptidiques du peptide MARTI 27-35 decrits ci-dessus. 

Parmi les maladies d'origine virale susceptibles d'etre prevenues ou traitees 
5 dans le cadre de la presente invention, on peut citer: 

- le SID A provoque par le virus de V immuno-deficience humaine HIV1 et 
HIV2, notamment a l'aide des analogues peptidiques des peptides NEF et GAG 
decrits ci-dessus, 

- la paraplegie associee a HTVL-1, ou la leucemie a cellules T de l'adulte, 
to provoquee par le virus de la leucemie humaine a cellules T (virus HTLV), 

- infections provoquees par le virus respiratoire syncitial, 

- infections provoquees par le virus coxsakie, par exemple meningites aigues 
lymphocytaires, 

- infections provoquees par le virus d'Epstein-Barr, par exemple la 
15 mononucleose infectieuse, 

- infections provoquees par le cytomegalovirus, par exemple maladie des 
inclusions cytomegaliques, 

- herpes provoque par le virus de 1' herpes humain, 

- herpes provoque par le virus 6 de 1' herpes simplex, 

20 - infections provoquees par le parvovirus B19 humain, par exemple gastro- 

enterites infectieuses, 

- T hepatite B provoquee par le virus de 1' hepatite B, 
- 1' hepatite C provoquee par le virus de T hepatite C, 

- la grippe provoquee par le virus influenza, notamment a Paide des 
25 analogues peptidiques du peptide M58-66 decrits ci-dessus, 

- la rubeole provoquee par le virus de la rubeole, 

- infections provoquees par le virus de la Dengue, par exemple arboviroses, 

- rhumes, rhinites, coryza provoques par les rhino virus 

- la fievre aphteuse provoquee par le virus de la fievre aphteuse, 

30 - le cancer du col de Tuterus provoque par le papillomavirus (HPV). 

Parmi les principales maladies auto-immunes susceptibles d'etre traitees dans 
le cadre de la presente invention, on peut citer eel les rassemblees dans le Tableau 
A qui suit. 
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Tableau A 

Principales maladies auto-immunes (en allant de haut en bas, des maladies 
auto-immunes specifiques d'organes aux maladies auto-immunes non specifiques 
d'organes). 



Maladies 



Autoantigenes impliques 



Thyroi'dite de Hashimoto 
Maladie de Basedow 
Maladie d'Addison 
Insuffisance hypophysaire 
Gastrite de Biermer 



Certaines sterilites 
Diabete juvenile de type 1 
Syndrome de Goodpasture 

Myasthenie 

Rhumatisme articulaire aigu 
Pemphigus 

Pemphigoi'de bulleuse 

Dermatite herpetiforme 

Vitiligo 

Pelade 

Psoriasis 

Ophtalmie sympathique 
Uveite 

Syndrome de Guillain-Bare 
Sclerose en plaques 
Anemie hemolytique 
Purpura thrombopenique 
idiopathique 

Leucopenie idiopathique 
Cirrhose biliaire primitive 
Hepatite chronique active 
Rectocolite hemorragique 
Ileite de Crohn 



Thyroglobuline, microsomes 

Recepteur TSH 

Corticosurrenale 

Hypophyse 

Cellule parietale de 

Testomac 

Facteur intrinseque 

Spermatozoides, ovaires 

Hots Langerhans, insuline 

Membrane basale 

glomerulaire 

Muscle strie, recepteur 

acetyl -choline 

Myocarde (streptocoques) 

Ponts intercellaires epiderme 

Membrane basale cutanee 

Gliadine, reticuline 

Melanocytes 

Follicule pileux 

Uvee 

Chambre anterieure de l'oeil 

Myeline 
Hematies 

Plaquettes 
Granulocytes 
Mitochondries 
Muscle iisse, noyaux 

Colon (£. coli) 
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Syndrome de Gouge rot-Sjogren 
Polyarthrite rhumatoide 
Dermatopolymyosite 
Sclerodermic 



Noyaux: SS-A, SS-B 
IgG, noyaux 
Noyaux: Jol, muscles 
Noyaux: Scl-70 
Noyaux: RNP 
Noyaux: 

Noyaux: ADN, antigene Sm 
Facteurs de coagulation 
Cardiolipine, etc.. 



Connectivite rnixte 



Lupus erythemateux discoi'de 
Lupus erythemateux dissemine 



L' invention a egalement pour objet toute composition pharmaceutique, 
caracterisee en ce qu'elle comprend a titre de principe actif, au moins un analogue 
peptidique (agoniste, le cas echeant partiel, ou antagoniste) tel que defini ci- 
dessus, en association avec un vehicule pharmaceutiquement acceptable. 

Avantageusement, les compositions pharmaceutiques selon V invention se 
presentent sous une forme administrate par voie orale, ou parenterale, notamment 
a raison d' environ 500 a 5 mg par prise, notamment a raison de 3 prises par 
jour. 

L'invention a plus particulierement pour objet les compositions 
pharmaceutiques telles que decrites ci-dessus, contenant a titre de principe actif au 
moins un antagoniste selon l'invention, et leur utilisation dans le cadre du 
traitement des maladies auto-immunes. 

L'invention a plus particulierement pour objet encore, les compositions 
pharmaceutiques telles que decrites ci-dessus, contenant a titre de principe actif au 
moins un agoniste partiel selon l'invention, et leur utilisation dans le cadre du 
traitement des maladies allergiques. 

L'invention a egalement pour objet tout vaccin, caracterise en ce qu'il 
comprend a titre de principe actif, au moins un analogue peptidique, de preference 
agoniste, le cas echeant partiel, tel que defini ci-dessus, en association avec un 
vehicule pharmaceutiquement acceptable. 

Avantageusement, les vaccins selon l'invention se presentent sous une forme 
administrable par voie orale, ou parenterale, notamment a raison d' environ 500 ^tg 
a 5 mg par prise, notamment a raison de 3 prises par jour. 

L'invention a egalement pour objet toute composition destinee au diagnostic 
in vivo de pathologies susmentionnees impliquant la reponse immunitaire a 
mediation cellulaire, notamment les lymphocytes T cytotoxiques, ou a revaluation 
in vivo de la reponse immunitaire dans le cadre desdites pathologies, par mise en 
oeuvre d'une reaction cutanee d'hypersensibilite par injection intradermique de 
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ladite composition de diagnostic, caracterisee en ce qu'elle comprend au moins un 
analogue peptidique, de preference agoniste, le cas echeant partiel, tel que defini 
ci-dessus, en association avec un vehicule biologiquement acceptable. 

L T invention a egalement pour objet futilisation d'analogues peptidiques tels 
5 que decrits ci-dessus pour la preparation desdites compositions destinees au 
diagnostic in vivo des pathologies susmentionnees. 

L' invention concerne egalement les complexes entre un analogue peptidique 
tel que defini ci-dessus, et une molecule du complexe majeur d'histocompatibilite 
(encore designe complexes binaires CMH-analogue peptidique). 
10 En effet, la reponse immunitaire met en jeu la reconnaissance d'un antigene 

endogene ou exogene par des cellules specialisees. Pour etre reconnu, I* antigene 
doit etre initialement presente de facon adequate par des cellules presentatrices 
d* antigene (CPA). Alors que les lymphocytes B reconnaissent des epitopes portes 
par les antigenes intacts non modifies, la presentation de 1 'antigene aux 
15 lymphocytes T est plus complexe dans la mesure ou 1' antigene est d'abord 

internalise par la cellule presentatrice, proteolyse, puis eventuellement reexprime a 
sa surface sous forme de fragments peptidiques en association avec les proteines 
du complexe majeur d'histocompatibilite (CMH), Le lymphocyte T qui ne 
reconnait pas I' antigene natif, reconnait un fragment peptidique associe a une 
20 molecule CMH. 

Ces molecules CMH appartiennent essentiellement a deux classes: I et II. 
Les molecules de classe I sont des glycoproteines transmembranaires 
constituees d'une chaine lourde a polymorphe associee de facon non covalente a 
une chaine legere non glycosylee p2m. Leur structure cristallographique a ete 
25 resolue (Bjorkman et al. (1987), Nature, 329: 506-512), et montre la presence 
d un sillon formant le site de presentation du peptide dont le fond est compose de 
huit feu il lets P et les bords de deux helices a. Ces molecules sont presentees a la 
surface de !a quasi totalite des cellules. 

Les molecules de classe II sont egalement des glycoproteines membranaires 
30 constituees de deux chaines polymorphes a et p liees de facon non covalentes pour 
former, comme le montre la structure cristallographique recemment elucidee 
(Brown et al. (1993), Nature, 364: 33-39), une plateforme P plissee supportant 
deux helices a. Le sillon forme est le site de presentation du peptide. Ces 
molecules ne sont exprimees qu'a la surface de certaines cellules parmi lesquelles 
35 les macrophages et les cellules B. 

Les lymphocytes T cytotoxiques (cellules possedant des marqueurs CD8) 
reconnaissent des fragments proteolytiques de proteines virales associees aux 
molecules CMH de classe I et provoquent la lyse des cellules presentant 
1' antigene. 
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Les lymphocytes T auxiliaires (cellules portant des marqueurs CD4) 
reconnaissent des fragments de proteines exogenes capturees par endocytose 
presentes en association avec les molecules CMH de classe II et induisent la 
stimulation cellulaire de la reponse immunitaire. 

5 L' invention a egalement pour objet les complexes entre un analogue 

peptidique selon V invention, et un recepteur de cellules T (encore designes 
complexes recepteur T-analogue peptidique). 

L' invention vise egalement les complexes entre une molecule du complexe 
majeur d'histocompatibilite, un analogue peptidique tel que defini ci-dessus, et un 

10 recepteur de cellules T (encore designe complexe ternaire CMH-analogue 
peptidique-recepteur T). 

L' invention a egalement pour objet l'utilisation d' analogues peptidiques tels 
que definis ci-dessus, pour la mise en oeuvre d'une methode de diagnostic in vitro 
des pathologies mentionnees ci-dessus. 

15 L' invention a plus particulierement pour objet, toute methode de diagnostic 

in vitro de pathologies impliquant la reponse immunitaire a mediation cellulaire, 
notamment les lymphocytes T cytotoxiques, a savoir de pathologies associees a la 
presence dans l'organisme d'un patient, de peptides exogenes ou endogenes 
pouvant interagir avec des molecules du CMH, et susceptibles d'etre directement 

20 ou indirectement impliques dans Ie processus de developpement de ces pathologies 
chez 1'homme ou I' animal, caracterisee en ce qu'elle comprend: 

- la mise en contact d'un echantillon biologique provenant d'un patient, 
notamment du sang ou tout echantillon biologique susceptible de contenir des 
lymphocytes, avec un analogue peptidique tel que defini ci-dessus, dans des 

25 conditions permettant la reaction entre les recepteurs des cellules T susceptibles 
d'etre presentes dans rechantillon biologique, et le susdit complexe binaire forme 
entre ledit analogue peptidique et les molecules de CMH presentes dans ledit 
echantillon; 

- la detection in vitro du complexe ternaire CMH-analogue peptidique- 
30 recepteur T, susceptible d'etre forme a l'etape precedente. 

Les methodes de diagnostic susmentionnees de 1' invention sont 
avantageusement realisees de la facon suivante: 

- incubation dudit echantillon biologique avec des analogues peptidiques 
selon 1' invention, lesdits analogues peptidiques etant fixes sur un support solide, 

35 notamment a Tinterieur de puits de plaques de microtitration de type de celles 
habituellement utilisees pour la mise en oeuvre de techniques de detection ou 
dosage bien connues sous le nom d'ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent 
Assay), 

- rincage du support solide, 
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- incubation des elements restes fixes sur le support solide apres i'etape de 
ringage precedente avec un milieu contenant des anticorps, notamment des 
anticorps anti-complexe ternaire selon 1' invention, marques (notamment de 
maniere radioactive, enzymatique ou fluorescente), ou susceptibles d'etre reconnus 

5 a leur tour par un reactif marque, 

- rincage du support solide, 

- detection des anticorps marques restes respectivement lies aux complexes 
ternaires lors de I'etape d' incubation precedente. 

L* invention a egalement pour objet les necessaires ou kits pour la mise en 
0 oeuvre de methodes de diagnostic in vitro telles que decrites ci-dessus, 
comprenant: 

- un analogue peptidique tel defini ci-dessus ; 

- des reactifs pour rendre un milieu apte a la formation d'une reaction 
immunologique ; 

5 - des reactifs permettant de detecter le complexe ternaire selon 1' invention, 

qui a ete produit a Tissue de la reaction immunologique, lesdits reactifs contenant 
eventuellement un marqueur ou etant susceptibles d'etre reconnus a leur tour par 
un reactif marque, plus particuiierement dans le cas ou l'analogue peptidique n'est 
pas marque. 

0 L' invention a egalement pour objet les anticorps diriges contre les complexes 

binaires CMH-analogue peptidique tels que definis ci-dessus, lesdits anticorps 
etant tels qu'obtenus par immunisation d'un animal avec au moins un des 
complexes susmentionnes, lesdits anticorps etant susceptibles de former un 
complexe avec ces complexes binaires. 

- s Les anticorps selon 1' invention sont des anticorps polyclonaux ou 

monoclonaux. 

Les anticorps polyclonaux susmentionnes sont obtenus par immunisation 
d'un animal avec au moins un complexe CMH-analogue peptidique selon 
!' invention, suivie de la recuperation des anticorps recherches sous forme purifiee, 
0 par prelevement du serum dudit animal, et separation desdits anticorps des autres 
constituants du serum, notamment par chromatographic d'affinite sur une colonne 
sur laquelle est fixee un antigene specifiquement reconnu par les anticorps, 
notamment un complexe CMH-analogue peptidique selon 1* invention. 

Les anticorps monoclonaux selon T invention peuvent etre obtenus par la 
5 technique des hybridomes dont le principe general est rappele ci-apres. 

Dans un premier temps, on immunise un animal, generalement une souris, 
(ou des cellules en culture dans le cadre d' immunisations in vitro) avec un 
complexe CMH-analogue peptidique selon V invention, dont les lymphocytes B 
sont alors "capables de produire des anticorps contre ledit complexe. Ces 
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lymphocytes producteurs d' anticorps sont ensuite fusionnes avec des cellules 
myelomateuses "immortelles" (notamment murines) pour dormer lieu a des 
hybridomes. A partir du melange heterogene des cellules ainsi obtenu, on effectue 
alors une selection des cellules capables de produire un anticorps particulier et de 
5 se multiplier indefiniment. Chaque hybridome est multiplie sous la forme de clone, 

chacun conduisant a la production d'un anticorps monoclonal dont les proprietes 
de reconnaissance vis-a-vis du complexe CMH-analogue peptidique de Tinvention 
pourront etre testees par exemple en ELISA, par immunotransfert en une ou deux 
dimensions, en immunofluorescence, ou a l'aide d'un biocapteur. Les anticorps 
10 monoclonaux ainsi selectionnes, sont par la suite purifies notamment selon la 
technique de chromatographic d'affinite decrite ci-dessus. 

Les anticorps selon V invention, sont plus particulierement caracterises en ce 
qu'ils sont susceptibles de former un complexe avec des complexes 
CMH-analogues peptidiques, et/ou avec les complexes CMH-peptides ou proteines 
15 parents correspondant auxdits analogues peptidiques. 

Avantageusement, les anticorps anti-complexes CMH-analogues peptidiques 
de 1' invention reconnaissent les complexes CMH-peptides ou proteines parents 
susmentionnes avec une affinite au moins egale a ceile presentee par les anticorps 
anti-complexes CMH-peptides ou proteines parents vis a vis des complexes 
20 CMH-peptides ou proteines parents . 

L* affinite dont il est question ci-dessus peut se mesurer par la constante 
d'affinite a l'equilibre Ka des complexes impliquant Tun des susdits anticorps avec 
I'un des susdits complexes. 

L' invention a egalement pour objet toute composition pharmaceutique, 
25 caracterisee en ce qu'elle comprend des anticorps tels que definis ci-dessus, en 
association avec un vehicule physiologiquement acceptable, ainsi que leur 
utilisation dans le cadre du traitement des pathologies susmentionnees. 

L' invention concerne egalement le procede de criblage d' analogues 
peptidiques tels que definis ci-dessus, caracterise en ce qu'il comprend les etapes 
30 suivantes : 

• incubation (notamment a une temperature de 37 °C) pendant des 
temps variables de quelques minutes a plusieurs jours, de 1'analogue peptidique en 
presence de molecules du CMH, provenant de la lyse de cellules humaines ou 
animales, ou purifiees notamment par chromatographic d'affinite a partir de 
35 lignees cellulaires humaines ou animales, sur un support solide recouvert d'un 
premier anticorps, notamment monoclonal, reconnaissant specifiquement les 
molecules du CMH dans leur conformation dependante de leur liaison audit 
analogue peptidique, 
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• addition sur le support solide precedent d'un deuxieme anticorps 
marque, notamment par couplage a un marqueur radioactif, enzymatique ou 
fluorescent, ledit anticorps marque reconnaissant specifiquement soit les molecules 
du CMH dans leur conformation dependante de leur liaison a l'analogue 

5 peptidique, soit une molecule se liant elle-meme specifiquement aux molecules du 
CMH dans leur conformation susmentionnee, notamment la p2-microglobuline 
reconnaissant specifiquement les molecules du CMH de classe I, 

• detection, apres rincage du support solide, de l'eventuelle presence du 
deuxieme anticorps marque reste fixe sur le support solide, 

10 • evaluation de la duree de 1' association entre ledit analogue peptidique 

et les molecules du CMH. 

L' invention a egalement pour objet toute trousse ou kit pour la mise en 

oeuvre d'un procede de criblage d'analogues peptidiques tel que defini ci-dessus, 

comprenant : 
15 - des molecules du CMH, et/ou 

- des anticorps, reconnaissant specifiquement les molecules du CMH dans 
leur conformation dependante de leur liaison audit analogue peptidique, 
avantageusement fixes sur un support solide, ou fournis avec les reactifs 
necessaires a leur fixation sur le support solide, et/ou 

20 - des anticorps marques, notamment par couplage a un marqueur radioactif, 

enzymatique ou fluorescent, reconnaissant specifiquement soit les molecules du 
CMH dans leur conformation dependante de leur liaison a l'analogue peptidique, 
soit une molecule se liant elle-meme specifiquement aux molecules du CMH dans 
leur conformation susmentionnee, notamment la p2-microglobuline reconnaissant 

25 specifiquement les molecules du CMH de classe I, et/ou 

- un protocole pour la mise en oeuvre dudit procede, et/ou 

- un peptide de controle. 

L'invention sera davantage illustree a l'aide des exemples qui suivent 
d'obtention et d'etude des proprietes d'analogues peptidiques tels que decrits ci- 
30 dessus. 

I- Synthese des analogues peptidiques de l'invention : 

A) Generalites : 

A titre d' illustration, la methode de synthese en phase liquide consiste a 
condenser successivement deux a deux les aminoacyles dans l'ordre requis ou a 
condenser des aminoacyles et des fragments prealablement formes et contenant 
deja plusieurs aminoacyles dans l'ordre approprie, ou encore plusieurs fragments 
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prealablement ainsi prepares, etant entendu que Ton aura eu soin de proteger au 
prealable toutes les fonctions reactives portees par ces aminoacyles ou fragments, 
a T exception des fonctions amines de Tun et carboxyles de 1' autre ou vice-versa, 
qui doivent normalement intervenir dans la formation des liaisons peptidiques, 

5 notamment apres activation de la fonction carboxyle, selon les methodes bien 
connues dans la synthese des peptides. 

On pourra par exemple utiliser des groupements protecteurs de type urethane 
(Boc, Fmoc benzyloxycarbonyl ou allyloxycarbonyl) pour proteger les extremites 
N-terminales des acides amines et des groupements de type ester (methylique, 

in ethylique, benzylique, tertio-butylique, allylique ou encore 
benzhydrilglycolamidique) pour proteger les extremites C-terminales des acides 
amines. 

Une telle synthese peut etre effectuee en condensant tout d'abord le residu 
aminoacyle AA1 dont la fonction COOH est protegee avec le residu aminoacyle 
15 AA2 dont la fonction NH 2 est protegee. La fonction amine du residu AA2 dans le 
fragment AA2-AA1 ainsi obtenu, est alors deprotegee, pour condenser par la suite 
led it fragment avec le residu aminoacyle AA3 dont la fonction amine est protegee. 
Les etapes precedentes sont repetees autant de fois qu'il y a de residus 
aminoacyles a introduire dans la chaine des retro analogues a synthetiser. 
20 Selon une autre technique preferee de 1' invention, on a recours a celle 

decrite par R.D. Merrifield dans 1' article intitule "Solid phase peptide synthesis" 
(J. Am. Chem. Soc. (1963), 85, 2149-2154). 

Pour fabriquer une chaine peptidique selon le procede de Merrifield, on a 
recours a une resine polymere tres poreuse, sur laquelle on fixe le premier acide 
25 amine C-terminal (en 1' occurrence AA1-OH) de la chaine. Cet acide amine est fixe 
sur la resine par l f intermediate de son groupe carboxylique et sa fonction amine 
est protegee, par exemple par le groupe t-butyloxycarbonyle. 

Lorsque le premier acide amine C-terminal est ainsi fixe sur la resine, on 
enleve le groupe protecteur de la fonction amine en lavant la resine avec un acide. 
30 On fixe ainsi, les uns apres les autres, les acides amines qui vont constituer 

la chaine peptidique sur le groupe amine chaque fois deprotege au prealable de la 
portion de la chaine peptidique deja formee, et qui est rattachee a la resine. 

Lorsque la totalite de la chaine peptidique desiree est formee, on elimine les 
groupes protecteurs des differents acides amines constituant la chaine peptidique et 
35 on detache le peptide de la resine par exemple a l'aide d' acide fluorhydrique. 



B) Cas parti oilier des analogues peptidiques de l 1 invention : 

Une ou plusieurs des etapes de synthese decrites ci-dessus peuvent etre 
interrompues afin d'inserer une liaison differente de la liaison -CO-NH- entre 
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certains residus aminoacyles, et/ou un ou plusieurs acides amines non 
proteinogeniques. 

B.l.) Synthese d'analogues peptidiques comportant des liaisons 
5 peptidiques modifiees : 

La notation 4^ (Spatola & Darlak, 1988) est generaiement d' usage pour 
designer le lien pseudopeptidique remplacant la liaison amide (CONH). Parmi les 
modifications les plus frequemment rencontrees, on peut citer par exemple les 

10 suivantes dont les syntheses sont detaillees dans les references bibliographiques 
indiquees : la liaison methyleneamino (reduite) H^Ct^NH] (Szelke et aL, 1982 ; 
Martinez et aL, 1985 ; Sasaki & Coy, 1987) ; retro-inverso M J [NHCO] 
(Shemyakin et aL, 1969 ; Goodman & Chorev, 1979 ; Chorev & Goodman, 
1993); define 4 J [CH = CH] (Hann et aL, 1982 ; Kempf et aL, 1991 ; Bohnstedt et 

15 al., 1993) ; carba 4'[CH2CH2] (Rodriguez et aL, 1990a, 1990b) ; methyleneoxy 
(ether) T[CH 2 OJ (TenBrink, 1986 ; Breton et aL, 1990) ; cetomethylene 
^[COCI^] (Harbeson & Rich, 1989 ; Gonzalez-Muniz et aL, 1995), hydroxy 
ethylene 4 J [CH(OH)CH 2 ] (Evans etaL, 1985 ; Wuts etaL, 1992). 

20 1) Synthese des pseudopeptides reduits correspondant aux sequences 

de MART et du peptide matrice M58-66 : 

La contribution de la fonction amine de chaque liaison peptidique de 
Tantigene Mart-1 27-35 (AAGIGILTV) de la proteine Mart-1 du melanome et de 
25 I'antigene M58-66 (GLLGFVFTL) de la proteine matrice du virus de la grippe a 
ete evaluee au niveau des interactions de ces antigenes avec leurs recepteurs: la 
molecule de classe I du MHC HLA-A2 et le TCR. 



30 

Structure 

rigide 

plane 




Liaison peptidique Liaison reduite 

j>5 



Schema 1: Representation schematique des liaisons peptidique et reduite. 
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La liaison reduite ou methylene amino a la particularite d'etre plus flexible 
que la liaison peptidique en raison d'une libre rotation de la liaison carbone- 
carbone (schema 1). L* introduction d'une liaison reduite peut modifier localement 
T orientation des chaines laterales des acides amines. La liaison reduite peut exister 
sous sa forme protonee a pH physiologique. Les modifications entrainees par la 
presence d'une liaison reduite, a savoir la modification de la structure et la 
modification du caractere hydrophile du peptide parent, peuvent avoir des 
implications dans les phenomenes de fixation et de reconnaissance de I'antigene. 

La synthese de chaque peptide reduit a ete realisee en phase solide et en 
chimie Fmoc classique. La liaison reduite est obtenue par condensation d'un 
a-amino aldehyde N-protege avec I'acide a-amine immobilise sur la resine. 
L'imine formee est reduite in situ par le cyanoborohydrure de sodium pour 
conduire a la liaison reduite selon la methode decrite par Sasaki et Coy en 1987 
(schema 2). 



O 




PG ^ 
Ri 



Ri 



H 2 Nv^^ Peptide resine — PG J. n*/w* Peptide resine 



NaBH3CN N 
DMF, 1% AcOH 




Schema 2: Incorporation en phase solide de la liaison reduite. PG: 
groupement protecteur Fmoc. 

L' a-amino aldehyde est synthetise par la methode de Fehrentz et Castro, 
1983. Cette methode permet l'obtention rapide, sans racemisation, de 1' a-amino 
aldehyde N-protege a partir du N,0-dimethylhydroxamate de I'acide amine N- 
protege correspondant (schema 3). 



O 



Ri 



HCI,NH(CH3)OCH3 9 



N 1 BOP, DIE A, DMF H „ H 
PG N^qh pp /N vA LiAlH4 R 
- ^ p G >^ N(CH 3 )OCH 3 ^ PG^ 



Ri THF 



Schema 3: Synthese des a-amino aldehydes N-proteges par la methode de 
Fehrentz et Castro. PG: groupement protecteur Fmoc. 
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Les acides amines suivants de la sequence du peptide reduit sont couples 
d'une maniere classique. Apres synthese, le peptide reduit est deprotege et 
decroche de la restne par l'acide trifluoroacetique (TFA). Chaque peptide reduit 
est purifie par chromatographic liquide haute pression a polarite de phases inversee 
s (RP-HPLC). La masse de chaque peptide est controlee par desorption laser 
assistee d'une matrice (MALDI) a Paide du spectrometre Bruker Protein TOF. 

Les temps de retention (Tr) sur colonne RP-HPLC C18 dans un gradient de 
5 a 65 % de B en 30 mn (avec A= eau a 0,1% de TFA et B= acetonitrile (ACN) 
a 0,08% de TFA) ainsi que les masses des differents peptides sont reportes dans 
io les tables 1 et 2. 

Table 1: Sequences et caracteristiques des peptides reduits analogues de 
Mart-1 27-35 



I .i Sequences 





PI P2 P3 P4 P5 P6 P7 PS P9 


Tr 


masse 


MARTI 27-35 H-A-A-G-I-G-I-L-T-V -OH 


12.74 


814.4 


4'(l-2) 


H-AT(CH2NH)A-G - I - G - I - L- T - V -OH 


12.53 


802.7 


20 ^(2-3) 


H- A- AT(CH2NH)G- I - G - I - L - T - V -OH 


12.58 


802.9 


T(3-4) 


H- A - A -G4 J (CH2NH)1- G - 1 - L - T - V -OH 


1 1.85 


801 .6 


v F(4-5) 


H- A - A - G - I V P(CH2NH)G- I - L - T - V -OH 


12.03 


801.5 


M'(5-6) 


H- A - A - G - 1 - G^(CH2NH)I- L - T - V -OH 


1 1.29 


801.4 


T(6-7) 


H-A -A - G- I - G -IT(CH2NH)L- T - V -OH 


12.00 


800.4 


25 H'(7-8) 


H- A - A - G - 1 - G - I - LT(CH2NH)T-V -OH 


12.77 


801.5 


H'(8-9) 


H-A-A-G-I-G-I-L - T^(CH2NH)V-OH 


12.46 


801.3 




Table 2: Sequences et caracteristiques des peptides reduits analogues 


de 


M58-66 






30 


Sequences 








PI P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9 


Tr 


masse 


M58-66 


H-G-L-L-G-F-V-F-T-L -OH 


12.35* 


968.0 


H'(l-2) 


H-G^CCH^NH^-L - G - F - V - F- T - L -OH 


10.67* 


956.2 


35 T(2-3) 


H- G- LT(CH2NH)L- G - F - V - F - T - L -OH 


11.18* 


957.1 


H'(3-4) 


H-G - L -L V P(CH2NH)G- F - V - F- T - L -OH 


16.01 


957.3 


4^(4-5) 


H- G - L - L - GT(CH2NH)F- V - F - T - L -OH 


15.61 


954.3 


M J (5-6) 


H-G - L - L - G - FT(CH2NH)V- F - T - L -OH 


10.80* 


955.8 


H'(6-7) 


H- G - L - L - G - F - V4^(CH2NH)F- T - L -OH 


11.85* 


953.2 


40 H'(7-8) 


H-G -L - L - G-F - V - F4^(CH2NH)T- L -OH 


13.05* 


954.7 


H'(S-9) 


H-G -L - L- G-F - V - F - T^(CH2NH)L-OH 


1 1.21* 


957.3 




Temps de retention dans le gradient 20 a 80% de B en 30 mn (avec A — 


eau 


a 0,1% de TFA et B= ACN a 0,08% de TFA). 
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2) Synthese des analogues p du peptide MART parent et du peptide 
MART mute (Leu 2 ^) : 

Les analogues p sont obtenus par couplage de p-homo acides amines a la 
place des acides amines naturels. 



H 2 N 




OH 



R 



Acide amine 



H 2 N S 



R O 
P-homo acide amine 



Schema 4: Representation schematique d'un acide amine et d'un p-homo 
acide amine 

Le p-homo acide amine est un acide amine dans lequel un groupe methylene 
a ete insere entre le carbone a et le carboxyle. La configuration du Cot est 
inchangee (schema 4). L' incorporation d'un P-homo acide amine a la place d'un 
acide amine dans une sequence peptidique a pour consequence d'allonger la chaine 
peptidique des analogues peptidiques resultants. Ces analogues peptidiques plus 
longs peuvent etre amenes a se tordre, a s'arc-bouter pour penetrer dans la poche 
de liaison de la molecule de classe I du CMH. Dans ce cas, certaines chaines 
laterales peuvent etre deplacees lateralement ou leur orientation modifiee, ce qui 
peut entrainer des interactions preferentielles avec la molecule de classe I du CMH 
et/ou le TCR. 

Les p-homo acides amines sont obtenus par synthese chimique en plusieurs 
etapes a partir des acides amines N -proteges correspondants d'apres le schema 
suivant (Schema 5). 

L' acide amine protege sur sa fonction amine par le groupement Boc est dans 
un premier temps active par la methode aux anhydrides mixtes. L' acide amine 
active reagit avec le diazomethane pour conduire a la diazomethylcetone 2. Le 
rearrangement de Wolff de cette diazomethylcetone dans le methanol, en presence 
du benzoate d'argent et de triethylamine donne le p-homo methylester de Tacide 
amine protege par le groupement Boc. Une saponification conduit au compose 3. 
La deprotection du Boc, suivie de la reprotection de la fonction amine par le 
groupement Fmoc sont les dernieres etapes pour l'obtention du P-homo acide 
amine, protege par le Fmoc. 
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Le compose 4 est introduit par les methodes conventionnelles de couplage 
des acides amines au cours de la synthese en phase solide en strategic Fmoc. En 
pratique, 5 equivalents du melange (4/BOP/HOBt) sont couples pendant 20 mn 
dans le DMF. Le groupement Fmoc est deprotege par la piperidine a 50% dans le 
DMF et la synthese est poursuivie d'une maniere classique. Pour le decrochage et 
la deprotection du peptide ainsi que la purification et la caracterisation des 
peptides, voir paragraphe precedent. 

I) N-m&hylmorpholine n 



BocHN 




OH 



chJoroformiaie 
d'isobutyle 

2) CH2N2 



BocHN 




CHN ? 



15 



20 



25 



FmochtN 




OH 



1 ) TFA 

2) FmocOSu 



BocHN 



1) C6H5COOAg 
Ei3N 
McOH 

2) NaOH 



OH 




Schema 5 : Schema de synthese des Fmoc-p-homo acides amines 
Dans les tables 3 et 4 sont reportes les temps de retention en RP-HPLC des 
peptides p sur une'colonne C18 (gradient de 5 a 65% de B en 30 mn avec A= eau 
a 0,1% de TFA et B= ACN a 0,08% de TFA) ainsi que ('analyse de leur masse 
par MALDI. 



27-35 



30 

MARTI 27-35 

P" 

P2 

P3 
35 P4 

p5 

[36 

P7 

P8 
40 P9 



Table 3: Sequences et caracteristiques des peptides p, analogues de Mart-1 



Sequences 

PI P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9 



H- A - A - G - 1 - G - I - 
H-P-homoA-A- G - I - G - 
H- A-P-homoA- G - I - G - 
H- A - A -p-homoG-1 - G - 
H- A - A - G -P-homol-G - 
H- A - A - G - 1 -P-homoG- 
H- A - A - G - 
H- A - A - G - 
H- A - A - G - 
H- A - A - G - 



L- T 

- L- 

- L - 

- L- 

- L - 

- L - 

1 - G -p-homoI-L- 
1 - G - I -p-homoL-T - V -OH 
1 - G - I - L-P-homoT-V -OH 
I - G - I - L - T -p-homoV-OH 



- V -OH 
T - V -OH 

V -OH 

V -OH 

V -OH 

V -OH 

V -OH 



Ri" 


masse 


12.74 


814.4 


12.62 


868.9* 


12.50 


829.9 


12.48 


828.9 


12.50 


829.5 


12.50 


828.9 


1 2.64 


829.0 


12.10 


828.9 


1 1.92 


829.1 


12.68 


829.2 



* correspond a M+K + 
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Table 4: Sequences et caracteristiques des peptides p, analogues de Mart-1 
27-35 mute Leu 28 



Sequences 



5 


Pi P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9 


Rt 


masse 


Mart- 


27-35 Leu 28 H-A-L-G-l-G-l-L-T-V -OH 


14.20 


857.0 


bl 


H-b-homoA-L- G-l-G-I-L-T-V -OH 


14.47 


871.2 


b2 


H- A-b-homoL- G-l-G-I-L-T-V -OH 


14.16 


870.9 


10 b3 


H- A - L -b-homoG-l - G - 1 - L - T - V -OH 


14.07 


871.0 


b4 


H-A -L - G-b-homol-G - 1 - L- T - V -OH 


14.20 


871.4 


b5 


H- A - L - G - I -b-homoG-I - L - T - V -OH 


14.14 


871.3 


h6 


H-A -L - G- 1 - G -b-homof-L- T - V -OH 


14.05 


871.7 


b7 


H- A - L - G - 1 - G - 1 -b-homoL-T - V -OH 


13.78 


871.3 


15 b8 


H-A-L-G-l-G-I-L -b-homoT-V -OH 


13.56 


871.5 


b9 


H-A-L-G-I-G-I-L-T -b-homoV-OH 


14.14 


871.4 



3) Synthese du peptide [IIe 30 T(CH2CH2)Gly 31 ] Mart-1 27-35 

Cet analogue correspond a 1' introduction d'une liaison carba a la place de la 
20 liaison peptidique entre les residus Ile^O et Gly^l de l'antigene Mart-1 27-35. 



O 

25 




120° 

H 

Liaison peptidique Liaison carba 

30 



Schema 6: Representation schematique des liaisons peptidique et carba 
35 La liaison carba confere une certaine flexibilite au pseudopeptide et ceci en 

raison de libres rotations autour des liaisons carbone-carbone. Ces libres rotations 
peuvent entrainer des changements dans 1' orientation des chaines laterales (portees 
par les carbones C a et C a + 1, voir schema 6) des deux acides amines situes de 

part et d'autre de la liaison carba. Ces modifications dans Torientation des chaines 
40 laterales peuvent avoir de nombreuses implications dans les phenomenes de 

fixation, de reconnaissance et d' induction de signaux differents par rapport a ceux 
engendres avec le peptide parent. 
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Le synthon Fmoc-IleT(CH2CH2)Gly-OH (4 de la Figure 7) est necessaire a 
la synthese de l'analogue [Ile 30 T(CH2CH2)Gly 31 ] Mart-1 27-35. Ce synthon est 
obtenu par synthese chimique en plusieurs etapes (schema 7). 

Le dimethylhydroxamate du Boc-p-homoIle-OH (1) (pour la synthese des 
5 fJ-homo acides amines, voir paragraphe precedent) est reduit par l'hydrure 
d' aluminium lithium a basse temperature (-25 °C) dans le tetrahydrofurane afm 
d'obtenir 1' aldehyde correspondant (2). La reaction de Horner-Emmons en 
presence de triethyl phosphonoacetate conduit au dipeptide ethylenique 3. 
L'hydrogenation de la double liaison, la saponification de Tester, la deprotection 
10 et la reprotection de la fonction amine par le groupe Fmoc permettent d'obtenir le 
Fmoc-IleH'(CH2CH2)Gly-OH (4). 




Schema 7: Schema de synthese de Fmoc-Ile 30 ^(CH2CH2)Gly 31 -OH (4) 
Ce synthon (4) est incorpore en phase solide en chimie Fmoc. Le couplage 
de 5 equivalents du melange (synthon/BOP/HOBt) est realise 2 fois de suite 
(20 mn chaque) dans le DMF. Le groupement Fmoc est deprotege par la 
piperidine a 50% dans le DMF. Les acides amines suivants sont couples de 
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maniere classique. Le peptide est deprotege et decroche de la resine dans le TFA, 
precipite dans 1' ether et purifie par RP-HPLC. 

Le pseudopeptide [Ile 3 0^(CH2CH2)Gly31] MarM 27-35 est obtenu avec 
une purete de 100%. Son temps de retention dans le gradient de 5 a 65% de B 
(avec A=eau a 0,1% de TFA et B=ACN a 0,08% de TFA) est de 13,49 mn. 
L' analyse de la masse du pseudopeptide par MALDI a 1'aide du spectrometre 
Bruker Protein TOF donne la masse attendue M + H + 800.0. 

4) Synthase des pseudopeptides carba analogues 1 a 8 de MARTI 27-35 

La synthese de ces peptides est effectuee selon la procedure decrite dans 
Rodriguez et al., Tetrahedron letters, 1990, 31 , 73 19-7322. 

Le pseudopeptide 1 carba Mart-1 27-35 est obtenu avec une purete de 90%. 
Son temps de retention dans le gradient de 5 a 65% de B (avec comme eluant : 
A = eau a 0,1% de TFA et B = Acetonitrile (ACN) a 0,08% de TFA) est de 
12,98/13,10 mn. L'analyse de la masse du pseudopeptide par MALDI a l'aide du 
spectrometre Bruker Protein TOF donne la masse attendue M+H + 799,1. 

Le pseudopeptide 2 carba Mart-1 27-35 est obtenu avec une purete de 98%. 
Son temps de retention dans le gradient de 5 a 65% de B (avec comme eluant : 
A = eau a 0,1% de TFA et B = Acetonitrile (ACN) a 0,08% de TFA) est de 12,90 
mn. L'analyse de la masse du pseudopeptide par MALDI a l'aide du spectrometre 
Bruker Protein TOF donne la masse attendue M-1-H+ 799,16. 

Le pseudopeptide 3 carba Mart-l 27-35 est obtenu avec une purete de 96% 
(3a), 95% (3b). Son temps de retention dans le gradient de 5 a 65% de B (avec 
comme eluant : A=eau a 0,1% de TFA et B = Acetonitrile (ACN) a 0,08% de 
TFA) est de 13,07 (3a), 13,54 (3b) mn. L'analyse de la masse du pseudopeptide 
par MALDI a l'aide du spectrometre Bruker Protein TOF donne la masse attendue 
M + H+ 799,13. 

Le pseudopeptide 4 carba Mart-1 27-35 est obtenu avec une purete de 100%. 
Son temps de retention dans le gradient de 5 a 65% de B (avec comme eluant : 
A=eau a 0,1% de TFA et B= Acetonitrile (ACN) a 0,08% de TFA) est de 13,49 
mn. L'analyse de la masse du pseudopeptide par MALDI a l'aide du spectrometre 
Bruker Protein TOF donne la masse attendue M + H + 800,03. 

Le pseudopeptide 5 carba Mart-1 27-35 est obtenu avec une purete de 99,7% 
(5a), 96% (5b). Son temps de retention dans le gradient de 5 a 65% de B (avec 
comme eluant : A=eau a 0,1% de TFA et B = Acetonitrile (ACN) a 0,08% de 
TFA) est de 12,72 (5a), 14,16 (5b) mn. L'analyse de la masse du pseudopeptide 
par MALDI a l'aide du spectrometre Bruker Protein TOF donne la masse attendue 
M + H+ 799,1. 
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Le pseudopeptide 6 carba Mart-1 27-35 est obtenu avec une purete de 86% 
(6a), 90% (6b). Son temps de retention dans le gradient de 5 a 65% de B (avec 
comme eluant : A=eau a 0,1% de TFA et B = Acetonitrile (ACN) a 0,08% de 
TFA) est de 13,25 (6a), 13,72 (6b) mn. L'analyse de la masse du pseudopeptide 
par MALDI a I'aide du spectrometre Bruker Protein TOF donne la masse attendue 
M + H + 799,16. 

Le pseudopeptide 7 carba Mart-1 27 a un temps de retention dans le gradient 
de 5 a 65% de B (avec comme eluant : A=eau a 0,1% de TFA et B = Acetonitrile 
(ACN) a 0,08% de TFA) est de 10,20 (7a), 13,61 (7b) mn. 

Le pseudopeptide 8 carba Mart-1 27-35 est obtenu avec une purete de 99%. 
Son temps de retention dans le gradient de 5 a 65% de B (avec comme eluant : 
A = eau a 0,1% de TFA et B = Acetonitrile (ACN) a 0,08% de TFA) est de 
15,24/15,29 mn. L'analyse de la masse du pseudopeptide par MALDI a I'aide du 
spectrometre Bruker Protein TOF donne la masse attendue M + H + 798. 

B.2.) Synthese d' analogues peptidiques comportant des acides amines 
non proteinogeniques : 

Synthese du peptide analogue [Tic62] M58-66 

Le tetrahydroisoquinolene-3-carboxylique acide est un analogue contraint de 
la phenylalanine. II a ete introduit en position 62 dans la sequence du peptide 
matrice de la grippe a la place de la phenylalanine naturelle afin d'etudier 
V importance de 1' orientation du groupe phenyl dans 1* interaction avec la molecule 
CMH et le TCR. 

La synthese du peptide analogue a ete realisee en chimie Fmoc classique. Le 
derive Fmoc-L-Tic-OH (commercialise par la societe Neosystem) a ete introduit 
dans la chaine en croissance en utilisant un procede classique de couplage 
(BOP/HOBt/Fmoc-L-Tic-OH) en exces de 5 durant 20 mn dans du DMF. La 
deprotection du groupement Fmoc a ete realisee en plusieurs etapes en 50% 
piperidine dans du DMF (4 traitements de 30 mn chacun separes de 3 lavages de la 
resine en DMF). L'assemblage des acides amines suivants n'a pas pose de 
problemes particuliers. Apres deprotection classique en TFA et purification 
HPLC, le peptide a ete obtenu a 90% de purete. La masse mesuree a I'aide du 
spectrometre Bruker Protein TOF etait la masse attendue M+H + 978.9. 

La synthese du peptide analogue [Tic64]M58-66 est effectuee de la meme 
facon que precedemrnent en introduisant le tetrahydroisoquinolene-3-carboxylique 
acide en lieu et place de la phenylalanine en position 64. 

Toujours selon le meme protocole : 

. les analogues 3-Pya62 et 3-Pya64 de M58-66 ont ete obtenus en 
introduisant 1'acide amine de formule 
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en lieu et place de la phenylalanine en positions 62 et 64 respectivement ; 

. les analogues 2-Tha62 et 2-Tha64 de M58-66 ont ete obtenus en 
introduisantl'acide amine de formule 




en lieu et place de la phenylalanine en positions 62 et 64 respectivement ; 

. les analogues D-Phe62 et D-Phe64 de M58-66 ont ete obtenus en 
introduisant la D-phenylalanine en lieu et place de la phenylalanine en positions 62 
et 64 respectivement ; 

. les analogues Cha62 et Cha64 de M58-66 ont ete obtenus en introduisant 
l'acide amine de formule 




en lieu et place de la phenylalanine en positions 62 et 64 respectivement ; 

. T analogue N-MePhe62 de M58-66 a ete obtenu en introduisant l'acide 
amine de formule 




en lieu et place de la phenylalanine en position 62 ; 

. les analogues pCl-Phe62 et pCl-Phe64 de M58-66 ont ete obtenus en 
introduisant l'acide amine de formule . (J^ 




o 
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en lieu et place de la phenylalanine en positions 62 et 64 respectivement ; 

. les analogues Phg62 et Phg64 de M58-66 ont ete obtenus en introduisant 
l'acide amine de formule 



en lieu et place de la phenylalanine en positions 62 et 64 respectivement. 

II- Etude des proprietes biologiques des analogues peptidiques 
synthetises: 

A) Meihodologie : 

1) Detection de 1 ! association entre les peptides et les molecules 
d ' histocompatibility 

1.1. Materiel 

Sources de molecules d'histocompatibilite 

Elles sont actuellement de deux types principaux: les cellules mutantes et les 
molecules d'histocompatibilite purifiees. 

- La cellule mutante utilisee est la cellule humaine T2 (DeMars et al. y 1985; 
Ljunggren & Karre, 1985 ; Salter & Cresswell, 1986) qui est un variant de la 
lignee Tl produite par fusion du lymphome T CEM et du lymphome B 721.174. 
Cette cellule qui est depourvue de transporteurs de peptides contient des chaines 
lourdes de molecules de classe I libres de peptides qui vont pouvoir accepter des 
peptides exogenes. 

- Des molecules d'histocompatibilite de classe I purifiees par 
chromatographic d'affinite a partir de lignees de cellules B humaines transformees 
par l'EBV peuvent etre egalement utilisees. Dans ce cas les peptides endogenes 
doivent etre elimines par un traitement avec de 1'uree 1,5 M et de la soude 
12,5 mM (pH 11.7) pendant 1 ha 4°C, suivi de leur elimination par une colonne 
de desalage (PD10, Pharmacia). Les molecules d'histocompatibilite sont 
immediatement remises en presence des peptides a tester dans un tampon PBS avec 
0,05 % Tween 20, 2 mM EDTA, 0,1% NP40 et 6 mM CHAPS, en presence de 
2 /ig/ml B2m pour faciliter la reassociation (Gnjatic et a/., 1995). 
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Peptides 

Les peptides testes sont utilises a des concentrations variant de 100 fxM a 
0,1 nM. 

1-2. Protocole de 1'assemhlage 

Des aiiquots de 8 x 10 5 cellules T2 dans un volume de 64 /xl, repartis dans 
des tubes microfuge Eppendorf, sont mis en presence d'un tampon de lyse 
contenant 10 raM PBS, pH 7.5, 1% NP40, des inhibiteurs de proteases (1 mM 
PMSF, 100 iodoacetamide, 2 ^g/ml aprotinine, 10 leupeptine, 10 /xM 
pepstatine et 10 /ig/ml inhibiteur de trypsine). La lyse se fait en presence des 
peptides a tester pendant 30 mn ou 1 h a 37 °C. Apres elimination du materiel non 
solubilise par une centrifugation a 15 000 rpm a 4°C, le surnageant est additionne 
de 140 fx\ de PBS contenant 0,05% de Tween 20, 3 mM d'azide de sodium, 1 mM 
PMSF et 10 mg/ml d'albumine bovine. Chaque echantillon est incube pendant 
20 h a 4°C dans 2 puits d'une plaque a microtitration de type Nunc, Maxisorb, 
prealablement recouverts d'un anticorps monoclonal (Parham & Brodsky, 1981) 
(10 ^g/ml en PBS) qui reconnait les molecules d' histocompatibility ayant une(des) 
conformation(s) conforme(s) pour la presentation des peptides et semblable(s) a 
celle(s) presente(s) a la surface des cellules. La plaque recouverte d'anticorps est 
prealablement saturee par de l'albumine bovine a 10 mg/ml dans du PBS-Tween 
avant la mise de T echantillon. Le second anticorps qui permet la detection de 
l'assemblage des molecules d' histocompatibility est dirige contre la beta2m. II est 
couple soit a la biotine (NHS-LC biotin, Pierce) soit a la phosphatase alcaline 
(P-5521, Sigma) et est incube a 2 /xg/ml pendant 1 h a 37°C. Dans le cas de 
I'emploi de la biotine, une incubation de 45 mn a 20-25°C avec de l'extravidine 
couplee a la phosphatase alcaline (E-2636, Sigma) est realisee. L'activite de la 
phosphatase alcaline est mesuree en utilisant comme substrat du 
4-methyl-umbelliferyl phosphate(M-8883 , Sigma) a 100 /aM dans de la 
diethanolamine 50 mM, pH 9.5 avec du MgC12 1 mM. La lecture est faite a 
340/460 nm a Taide d'un cytofluorimetre 2300, Millipore. 

1-3. Cpn trole de la stabilite des complexes HLA/peptide 
Le materiel utilise est soit du HLA purifie, soit le lysat de la cellule T2. 
Avec le HLA purifie il faut eliminer les peptides endogenes comme decrit dans le 
paragraphe 1-1 et le mettre en presence du peptide a tester en tube Eppendorf a 
37°C pendant des temps variables de quelques mn a plusieurs jours. La phase 
suivante d'incubation sur plaque 96 puits (voir paragraphe 1-2) avec l'anticorps 
anti-HLA (Parham & Brodsky, 1981) se fait pendant 1 h a 37° C. La revelation est 
classique (Teillaud et aL, 1982). Avec le lysat de la cellule T2, toutes les 



WO 98/50423 




PCT/FR98/00923 



incubations se font egalement a 37 °C apres avoir ajoute tous les inhibiteurs de 
proteases. 

1 .4. Analyse de la conformation des complexes HLA/peptide par la 

5 resonance plasmoniqu e de surface par le BIAcore 

Cet appareil mesure a l'aide d'un faisceau de lumiere reflechie les 
interactions moleculaires se produisant en temps reel dans un flux de tampon 
continu. Les anticorps anti-HLA sont dilues a 25 /xg/ml dans du tampon acetate de 
Na pH 7.4 et fixes de facon covalente par leurs amines libres sur la matrice de 

to dextran carboxymethylee du "Sensor Chip CM5" activee avec 50 mM NHS et 
200 mM EDC. L' injection se fait a 5 /xl/mn pendant 6 mn puis les groupements 
reactifs residuels sont bloques avec 30 /xl de chlorure d'ethanolamine pH 8.5. Les 
complexes HLA/peptide formes comme indique dans le paragraphe 1-1 sont 
injectes (30 id) a 2 /xl/mn et vont pouvoir se lier a 1' anticorps immobilise. Les 

15 resultats sont exprimes en unites de resonance (RU) qui correspondent a Tangle de 

deviation du faisceau lumineux, deviation proportionnelle a la concentration de 
proteines au contact de ia matrice. Le systeme peut etre reutilise apres 
regeneration en injectant 1 M ethanolamine pendant 2 mn. Des mesures cinetiques 
et d'affinite peuvent etre realisees. 

20 

2) Induction de lymphocytes T cytolytiques in vitro 

Les cellules mononucleees issues du sang peripherique (PBMC), non 
purifiees, sont cultivees en RPMI 1640 et 10% SAB avec des antibiotiques, a la 
concentration de 2x 10 6 /ml a raison de 2 ml par puits (plaque Costar 24 puits). A 

25 ces cellules sont ajoutes la toxine tetanique (TT) a 1 tig/ml qui stimule les cellules 
T CD44- et le peptide a tester en tant qu'inducteur de CTL a 1 ptg/ml. Au jour 
3 ou 4, de TIL-7 est ajoutee a 50 U/mL Pour chaque culture, 10 replicats sont 
traites de maniere independante. Les cellules effectrices generees sont restimulees 
par des PBMC preincubees avec le peptide (50 /xg/ ml pendant 4 h pour 

30 lOx 10 6 cellules) puis irradiees a 6000 rads. Les cellules stimulatrices sont diluees 

a 106/ml et 1 ml est ajoute par puits de culture apres avoir enleve 1 ml de 
surnageant. Le lendemain et 4 jours plus tard, de I'IL-2 (10 U/ml) et de l'IL-7 
(50 U/ml) sont ajoutees. Les effecteurs sont restimules tous les 7 a 10 jours de la 
rneme facon. Quand l'activite cytolytique est apparue TIL-2 est ajoutee a 50 U/ml. 

35 La cytotoxicity peut etre testee apres 2 stimulations puis chaque semaine. 
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3) Analyse des fonctions effectrices 

3.1. Test de cy tolvse direct . 

Les lignees T induites sont testees sur leur capacite a reconnaitre le peptide 
inducteur presente sur ie HLA a la surface de cellules cibles, qui sont le plus 
fVequemment des cellules lymphoblastoides EBV. La cytolyse qui en resulte est 
determined par le test standard de 4 h de relargage de 51 Cr. Au Jour -3 ou -4 
avant le test, l'ajout d'interleukines n'est pas fait car les cellules doivent etre 
sevrees pour etre en condition d' activation optimale. Pour les inductions 
primaircs, la lyse ne peut etre detectee avant 3 semaines. Les cellules cibles 
marquees pendant 1 h avec 10 /iCi de 51 Cr sont preincubees avec le peptide 
(5 /tg/ml classiquement ou concentration variable), Apres 2 lavages ces cellules 
sont reparties dans les puits d'une plaque de microtitration 96 puits a raison de 
5000 par puits et les cellules effectrices sont ajoutees a des rapports variant de 1 a 
100. Le relargage de 51 Cr (R) obtenu pendant 1' incubation de 4 h a 37°C est 
mesure. Le pourcentage de lyse est determine par la formule suivante: 

(R. experimental - R. spontane / R. total - R. spontane) x 100 

3.2. Analyse des interleukines 

L'analyse de l'expression des genes codant pour les interleukines est faite 
avec une technique de RT-PCR semi-quantitative. Des PBMC ou des cellules 
purifiees CD8+ (1 a 2 x 10 6 ) sont mises en culture dans des plaques 24 puits et 
stimulees avec soit des anticorps monoclonaux anti-CD3 + en presence de 100 nM 
de Phorbol Myristate Acetate (PMA) avec des PBMC autologues irradies et 
sensibilises ou non pendant 1 h 30 avec un peptide dont la reconnaissance est 
restreinte par les molecules du CMH. Pour les differentes interleukines, au bout de 
12 a 14 h de stimulation (ou de 3, 10 et 24 h pour l'analyse cinetique de 
1'apparition des ARNm), les cellules sont recuperees et TARN total extrait par la 
technique au RNAzol (Bioprobe, Montreuil, France). L'ARN (1 a 2 mg) est 
retrotranscrit avec la superscript II (Gibco BRL). Les cDNA synthetises sont 
dilues au 1/5 avec de Teau et leur concentration quantifiee par PCR competitive 
avec un plasmide (pQB.2) contenant la sequence de la B actine (produit de 237 pb 
gracieusement fourni par D. Shire). La reaction de PCR est faite en presence de 
10 mM de Tris-HCl, 50 mM de KC1, 1.5 mM de MgC12, 0.2 mM de chaque 
dNTP (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), 0.4 mM d'amorce sense et antisense, 2 U de 
Taq polymerase (Promega). L' amplification est realisee en commencant par une 
denaturation a 94°C, 5 mn, puis par 30 cycles a 94°C, 30 s, 55 °C, 30 s, 72°C, 
30 s, et une derniere elongation a 72°C, 10 mn, dans un thermostat regule (Perkin 
Elmers 9600). L'analyse de l'IL-2, de l'IL-4 et de TIFN-g est faite dans les 
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memes conditions que pour la B-actine, excepte le nombre de cycles qui varie 
entre 30 et 40. La quantification relative est realisee par PCR competitive. 

B) Resultats : 

1) Analogues pcptidiques du peptide M58-66 comportant des acides 
amines non proteinogeniques : 

1.1. Liaison sur la molecule A2 des peptides de la serie M58-66 : 
Les resultats sont representes sur la figure 1 (figures 1A a 1C). 

Les peptides ont ete incubes a differentes concentrations a 4°C 18 h en 
presence de molecules HLA-A2 denaturees et de p2 microglobuline. Les 
complexes stables HLA-A2/peptide formes a 4°C sont captures a l'Ac BB7.2 
adsorbe sur plaque et reveles par un second Ac anti p2 microglobuline couple a la 
phosphatase alcaline. La quantite de complexes formes HLA-A2/peptide est 
proportionnelle a Tintensite de fluorescence detectee au cytofluor. NP 383-391 est 
un peptide controle negatif. 0. peptide correspond au bruit de fond en absence de 
peptide. U.F. : unite arbitraire de fluorescence. 

Seules deux modifications affectent la liaison de ces peptides modifies sur la 
molecule HLA-A2 : modification par la D-Phenyl en position 62 
([D-Phe62]M58-66) et en position 64 ([D-Phe64]M58-66). 

1.2. Capacite de ces peptides a induire la lyse des cellules cibles T2 par une 
lignee de cellules T cytotoxiques (CTL) specifique de M58-66 et restreinte par la 
molecule HLA-A2.1 . 

Les resultats sont representes sur la figure 2 (figures 2A a 2D). 

Les cellules cibles T2 A2 ont ete chromees (Cr51), puis incubees pendant 
2 h avec 1 ^gfm\ de peptide. Apres lavage, les cibles (5000 par puits) ont ete 
incubees pendant 4 h avec la lignee CTL a un rapport 10 cellules effectrices (E)/l 
cellule cible (C). La lyse specifique est exprimee en % de lyse en fonction de la 
concentration en peptide incubee avec les cibles. 

Les modifications Phg-62 et 64, DPhe-62 et 64, Cha62 et 64, Tic 62 et 64 
affectent la reconnaissance des lymphocytes T cytolytiques specifiques du peptide 
M58-66. 

1.3. Dose reponse . 

Les resultats sont representes sur la figure 3 (figures 3 A et 3B). 

Les cellules cibles T2 A2 ont ete chromees (Cr51), puis incubees pendant 
1 h avec differentes concentrations de peptide. Apres lavage, les cibles (5000 par 
puits) ont ete incubees pendant 4 h avec la lignee CTL a un rapport 10E/1C. La 
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lyse specifique est exprimee en % de lyse en fonction de la concentration en 
peptide incubee avec les cibles. 

Les lymphocytes T cytolytiques specifiques du peptide M58-66 ont une 
affinite plus faible pour les peptides modifies. 

5 

2) Analogues peptidiques de Mart-1 comportant une liaison du type p- 
homologation : 

2.1. Liaison sur la molecule A2. 

10 Les resultats sont represented sur la figure 4 (figures 4A et 4B). 

Les differents peptides sont compares pour leur capacite a se Her a la 

molecule HLA-A2.1 purifiee. 

Les peptides ont ete incubes a differentes concentrations a 4°C 18 h en 

presence de molecules HLA-A2 denaturees et de P2 microglobuline. Les 
15 complexes stables HLA-A2/peptide formes a 4°C sont captures a l'Ac BB7.2 

adsorbe sur plaque et reveles par un second Ac anti p2 microglobuline couple a la 

phosphatase alcaline. La quantite de complexes formes HLA-A2/peptide est 

proportionnelle a I'intensite de fluorescence detectee au cytofluor. (U.F. : unite 

arbitraire de fluorescence). 
20 NP est un peptide de la nucleoproteine du virus de 1' influenza qui ne se lie 

pas a la molecule HLA-A2 (controle negatif). 

A part le peptide P4 homo qui se lie mieux que le peptide parent, les autres 

peptides p homo ont une affinite intermediate a faible par rapport au peptide 

Mart-L 

25 

2.2. Capacite d e ces peptides a induire la lyse des cellules cibles T2 par 3 
clones T specifiques de Mart-1 rest reints par la molecule HLA-A2.1 . 

Les resultats sont represented sur la figure 5. 

Les cellules cibles T2 A2 ont ete chromees (Cr51), puis incubees pendant 
30 2 h avec 1 /xg/ml de peptide. Apres lavage, les cibles (1500 par puits) ont ete 
incubees pendant 4 h avec les differents clones T (LT8, LT1 1, LT12) a un rapport 
3 cellules effectrices/ 1 cellule cible (E/T). La lyse specifique est exprimee en % de 
lyse. 

Les cellules cibles T2 incubees avec le peptide parent Mart-1 sont lysees a 
35 90% par les trois clones cytolytiques (LT8, LT11 et LT12) specifiques de ce 
peptide. En absence de peptide (0), aucune lyse n'est detectee. Seul le peptide p4 
homo est capable d' induire une activite de lyse similaire au peptide parent pour un 
seul clone (LT12). 
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2.3. Dose reponse . 

Les resultats sont representes sur la figure 6. 

Les cellules cibles T2 A2 ont ete chromees (Cr51), puis incubees pendant 
2 h avec differentes concentrations de peptide. Apres lavage, les cibles (1500 par 
5 puits) ont ete incubees pendant 4 h avec le clone T LT12 a un rapport 3E/1C. La 
lyse specifique est exprimee en % de lyse en fonction de la concentration en 
peptide incubee avec les cibles. 

Le clone T LT12 a une affinite plus faible pour le peptide p4 que vis-a-vis 
du peptide Mart-1 . 

10 

3) Analogues peptidiques du peptide Mart-1 comportant une liaison 
-CH 2 -NH-. 

3.1. Liaison sur la molecule A2 des p eptides de la serie Mart-1 reduit. 
15 Les resultats sont representes sur la figure 7 (figures 7 A et 7B). 

Complexes formes peptides/HLA-A2 en fonction de la concentration en 
peptide : 

Les peptides ont ete incubes a deux concentrations differentes (10 -4 M et 
10" 6 M) a 4°C 18 h en presence de molecules HLA-A2 denaturees et de £2 

20 microglobuline. Les complexes stables HLA-A2/peptide formes a 4°C sont 
captures a l'Ac BB7.2 (specifique de cette molecule de classe I et adsorbe au fond 
des puits) et reveles par un second Ac anti p2 microglobuline couple a la 
phosphatase alcaiine. La quantite de complexes formes HLA-A2/peptide est 
proportionnelle a l'intensite de fluorescence detectee au cytofluor. (U.F. : unite 

25 arbitraire de fluorescence). 

Les peptides 1-2 a 4-5 ont une affinite intermediaire a faible par rapport au 
peptide Mart-L Les peptides vj> 4-5 a 8-9 se lient tres faiblement a la molecule 
A2.1 purifiee. 

30 3.2. Capacite des peptides de la se rie Mart reduit a induire la lyse des 

cellules cibles T2 par 3 clones T specifiques de Mart restreints par la molecule 
HLA-A2.1 . 

Les resultats sont representes sur la figure 8. 
Test de lyse : 

35 Des cellules cibles T2 A2 ont ete chromees (Cr51), puis incubees pendant 

2 h avec 1 fig/m\ de peptide. Apres lavage, les cibies (1500 par puits) ont ete 
incubees pendant 4 h avec les differents clones T (LT8, LT11, LT12) a un rapport 

3 cellules effectrices/ 1 cellule cible (E/T). La lyse specifique est exprimee en % de 
lyse en fonction des differents clones testes. 
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Les cellules cibles T2 incubees avec le peptide parent Mart-1 sont lysees a 
90% par les trois clones cytolytiques (LT8, LT11 et LT12) specifiques de ce 
peptide. En absence de peptide (0), aucune lyse n'est detectee. Seuls les peptides 
v|/ 2-3, v)/ 5-6 sont capables d'induire une activite de lyse similaire au peptide 
5 parent pour un seul clone (LT8 et LT12 respectivement). \\j 7-8 induit une activite 
de lyse plus faible detectee uniquement avec le clone LT12. 

3.3. Dose reponse des differents peptides qui induisent une lyse avec les 
clones LT8 et LT12 . 
10 Les resultats sont represented sur la figure 9 (figures 9 A et 9B). 

Test de lyse : 

Des cellules cibles T2 A2 ont ete chromees (Cr51), puis incubees pendant 
2 h avec differentes concentrations de peptide. Apres lavage, les cibles (1500 par 
puits) ont ete incubees pendant 4 h avec les differents clones T (LT8, LT12) a un 
15 rapport 3E/1C. La lyse specifique est exprimee en % de lyse en fonction de la 
concentration en peptide incubee avec les cibles. 

Les peptides \\f 2-3 et \|/ 5-6 ont une dose reponse comparable a celle du 
peptide parent alors que le peptide x\t 7-8 n' induit la lyse que faiblement meme a 
concentration forte en peptide. Ce resultat suggere que la modification introduite 
20 diminue I'affinite du TCR (recepteur T) du clone LT8 pour ce peptide. 

4) Analogues peptidiques du peptide M58-66 comportant une liaison 
-CH 2 -NH-. 

25 4.1. Liaison sur la molecule A2 d es peptides de la serie M58-66 reduit . 

Les resultats sont represented sur la figure 10 (figures 10A et 10B). 
Les peptides ont ete incubes a differentes concentrations a 4°C 18 h en 
presence de molecules HLA-A2 denaturees et de 02 microglobuline. Les 
complexes stables HLA-A2/peptide formes a 4°C sont captures a l'Ac BB7.2 
30 adsorbe sur plaque et reveles par un second Ac anti (32 microglobuline couple a la 
phosphatase alcaline. La quantite de complexes formes HLA-A2/peptide est 
proportionnelle a l'intensite de fluorescence detectee au cytofluor. U.F. : unite 
arbitraire de fluorescence. 

Les peptides Mart-1 modifies par reduction ont une affinite intermediaire 
35 pour la molecule HLA-A2. La reduction en position 2-3 et 8-9 rend la liaison 

indetectable pour le clone etudie. 
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4.2. Capacite des peptides de la serie reduit M58-66 a induire la lyse des 
cellules cibles T2 par une lignee CTL induite par M58-66 et restreinte par la 
molecule HLA-A2.1 . 

Les resultats sont represented sur la figure 1 1 . 

Les cellules cibles T2 A2 ont ete chromees (Cr51), puis incubees pendant 
1 h avec 1 ^tg/ml de peptide. Apres lavage, les cibles (5000 par puits) ont ete 
incubees pendant 4 h avec la lignee CTL a un rapport 10E/1C. La lyse specifique 
est exprimee en % de lyse. 

La reduction en position 2-3 et 5-6 n'affecte pas la reconnaissance du peptide 
par les lymphocytes T cytolytiques specifiques du peptide M58-66. 

LEGENDE DES FIGURES : 

- Figure 1 : etude de la liaison aux molecules du CMH (HLA-A2) des 
analogues peptidiques du peptide M58-66 comportant des acides amines non 
proteinogeniques : les concentrations des analogues peptidiques (10"^ a 10"^ M) 
sont indiquees en abscisse, les unites de fluorescence sont indiquees en ordonnee : 

. Figure 1A : etude de la liaison des analogues peptidiques [Tic62]M58-66 
(encore designe M58-66 Tic62 ou Tic62), [3-Pya62]M58-66 (3-Pya62), 
[2-Tha62]M58-66 (2-Tha62), [D-Phe62]M58-66 (D-Phe62), [Tic64]M58-66 
(Tic64), 

. Figure IB : etude de la liaison des analogues peptidiques [3-Pya64]M58-66 
(3-Pya64), [2-Tha64]M58-66 (2-Tha64), [D-Phe64]M58-66 (D-Phe64), 
[Cha62]M58-66 (Cha62), [N-MePhe62]M58-66 (N-MePhe62), 

Figure 1C : liaison des analogues peptidiques [pCl-Ph62]M58-66 
(pCl-Phe62), [Phg62]M58-66 (Phg62), [Cha64]M58-66 (Cha64), 
[ P Cl-Phe64]M58-66 (pCl-Phe64) 1 [Phg64]M58-66 (Phg64), 

en comparaison avec le peptide M58-66, le peptide de controle negatif NP383- 

391, et une solution ne contenant aucun peptide (0 peptide). 

- Figure 2 : etude de 1'effet d' analogues peptidiques de M 5 8-66 comportant 
des acides amines non proteinogeniques sur la lyse d'une lignee de cellules cibles 
T2 par une lignee de cellules T cytotoxiques specifiques de M58-66 : le 
pourcentage de lyse est indique en ordonnee et le rapport E/T (cellules 
effectrices/cellules cibles) est represente en abscisse : 

. Figure 2A : effet des analogues Tic62 et Tic64 sur la lyse des cellules T2, 
. Figure 2B : effet des analogues D-Phe62, D-Phe64, Cha62, Cha64 sur la 
lyse des cellules T2, 

. Figure 2C : effet des analogues 3-Pya62, 3-Pya64, 2-Tha62, 2-Tha64 sur 
la lyse des cellules T2, 
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. Figure 2D : effet des analogues pCl-Phe64, Phg64, pCI-Phe62, Phg62 sur' 

la lyse des cellules T2, 
en comparaison avec les effets du peptide M58-66, et d'une solution ne contenant 
pas de peptide (0 peptide). 
5 - Figure 3 : etude de la reponse des cellules T cytotoxiques en fonction de la 

concentration d'analogues peptidiques du peptide M58-66 comportant des acides 
amines non proteinogeniques : le pourcentage de lyse est indique en ordonnee, et 
la concentration des peptides en abscisse : 

. Figure 3A : etude en fonction de la concentration de pCl-Phe62 et pCl- 
10 Phe64, 

. Figure 3B : etude en fonction de la concentration de 2-Tha62 et de 2- 

Tha64, 

en comparaison avec la concentration de M58-66. 

- Figure 4 : etude de la liaison aux molecules du CMH (HLA-A2) des 
15 analogues peptididiques du peptide Mart-1 comportant une liaison du type 

P-homologation ; les concentrations des analogues peptidiques (10 -5 a 10" 7 M) 
sont indiquees en abscisse, les unites de fluorescence sont indiquees en ordonnee : 

. Figure 4A : etude de la liaison des analogues pi homo (Bl), p2 homo 

(B2), p3 homo (B3), (34 homo (B4), 
20 . Figure 4B : etude de la liaison des analogues P5 homo (B5), P6 homo (B6), 

p7 homo (B7), p8 homo (B8), p9 homo (B9), 
en comparaison avec le peptide Mart-1 (Mart), et un peptide de controle negatif 
(NP). 

- Figure 5 : etude de V effet d'analogues peptidiques du peptide Mart-1 
25 comportant une liaison du type P-homologation sur la lyse des cellules cibles T2 

par 3 clones de cellules T cytotoxiques (LT8, Til et LT12) specifiques de Mart-1: 
le pourcentage de lyse est indique en ordonnee, et les analogues peptidiques Bl a 
B9 sont indiques en abscisse, en comparaison avec Mart-1 et une solution sans 
peptide (0). 

30 - Figure 6 : etude de la reponse des cellules T cytotoxiques en fonction de la 

concentration de l'analogue p4 homo de Mart-1, en comparaison avec Mart-1 : le 
pourcentage de lyse est indique en ordonnee, et la concentration en peptide 
(/Ag/ml) en abscisse. 

- Figure 7 : etude de la liaison aux molecules du CMH (HLA-A2) des 
35 analogues peptidiques du peptide Mart-1 comportant une liaison -CH2-NH- 

(analogues reduits) : les peptides aux concentrations de 10" 6 M ou de 10" 4 M sont 
indiques en abscisse, et les unites de fluorescence sont indiquees en ordonnee : 

. Figure 7 A : etude de la liaison des peptides *f (l-2)Mart-l (represente par 
1-2), ^(2-3)Mart-l (2-3), ^(3-4)Mart-l (3-4), T(4-5)Mart-l (4-5), 
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Figure 7B : etude de la liaison des peptides ^(S^Mart-l (5-6), 
T(6-7)Mart-l (6-7), 4 J (7-8)Mart-l (7-8), T(8-9)Mart-l (8-9), 
en comparaison avec Mart-1. 

- Figure 8 : etude de 1'effet des analogues reduits 1-2 a 8-9 de Mart-1 sur la 
lyse de cellules T2 par 3 clones de cellules T (LT8, LT11 et LT12) specifiques de 
Mart-1 : le pourcentage de lyse est indique en ordonnee, et les analogues 
peptidiques 1-2 a 8-9 sont indiques en abscisse, en comparaison avec Mart-1 et 
une solution sans peptide (0). 

- Figure 9 : etude de la reponse des cellules T cytotoxiques en fonction de la 
concentration d'analogues reduits de Mart-1 : le pourcentage de lyse est indique en 
ordonnee, et la concentration des peptides en abscisse (/ig/ml) : 

. Figure 9 A : etude en fonction de la concentration des analogues 2-3 et 7-8, 
Figure 9B : etude en fonction de la concentration de l'analogue 5-6, 
en comparaison avec la concentration de Mart-1. 

- Figure 10 : etude de la liaison aux molecules du CMH (HLA-A2) des 
analogues peptidiques du peptide M58-66 comportant une liaison -CH2-NH- 
(analogues reduits) : les concentrations des peptides (10 -10 a 10" 4 M) sont 
indiquees en abscisse, et les unites de fluorescence sont indiquees en ordonnee : 

. Figure 10A : etude de la liaison des peptides T(l-2)M58-66 (1-2), 



. Figure 10B : etude de la liaison des peptides M^(5-6)M58-66 (5-6), 
H'(6-7)M58-66 (6-7), 4'(7-8)M58-66 (7-8), H J (8-9)M58-66 (8-9), 
en comparaison avec M58-66, et un peptide mute (GIL) de M58-66 portant la 
mutation GLL -> GIL [M58-66 (GIL)], 

- Figure 11 : etude de 1'effet des analogues reduits 1-2 a 8-9 de M58-66 sur 
la lyse de cellules T2 par un clone de cellules T specifique de M58-66 : le 
pourcentage de lyse est indique en ordonnee, et le rapport cellules 
effectrices/cellules cibles (E/T) est indique en abscisse, en comparaison avec 
M58-66, M58-66 mute (GLL) et une solution sans peptide (0). 



20 



y(2-3)M58-66 (2-3), T(3-4)M58-66 (3-4), T(4-5)M58-66 (4-5), 



30 
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RE VENDIC ATIONS 

1. Utilisation d' analogues peptidiques de peptides parents, ces peptides 
parents etant le cas echeant issus de proteines exogenes ou endogenes, lesdits 
5 peptides parents interagissant avec des molecules du CMH dans le cadre de 
pathologies impliquant une reponse immunitaire a mediation cellulaire, chez 
rhomme ou 1* animal, lesdits analogues etant caracterises en ce qu'ils 
correspondent auxdits peptides parents dans lesquels : 

au moins une liaison peptidique -CO-NH- de la chaine peptidique, est 
10 modifiee, a 1' exception des modifications du type retro, ou retro- inverso, ou 

au moins un acide amine de la chaine peptidique, est substitue par un 
acide amine non proteinogenique, ou 

au moins une liaison peptidique -CO-NH- de la chaine peptidique, est 
modifiee, et au moins un acide amine de ladite chaine peptidique est substitue par 
)5 un acide amine non proteinogenique, 

pour la preparation d'un medicament destine a la prevention ou au traitement 
des pathologies susmentionnees. 



2. Utilisation selon la revendication 1, d'analogues peptidiques issus de 
20 peptides parents interagissant avec des molecules du CMH de classe I, dans le 

cadre de pathologies impliquant les lymphocytes T cytotoxiques. 

3. Utilisation selon la revendication 1 ou 2, d'analogues peptidiques 
caracterises en ce que Tune au moins des liaisons peptidiques -CO-NH- de la 

25 chaine peptidique du peptide parent est remplacee par une liaison d if fe rente de la 
liaison -CO-NH-, ladite liaison differente etant notamment choisie parmi les 
suivantes : 

-CH2-NH- (methylene amino) ; 

-CH 2 -CH 2 - (carba) ; 
30 -CO-CH2- (cetomethylene) ; 

-CH2-O- (methylene-oxy) ; 

-CHOH-CH2- (hydroxyethylene) ; 

-CHOH-CHOH- (di-hydroxyethylene) ; 

-CH=CH- (E ou Z olefine) ; 
35 -CHCN-NH- (cyanomethylene amino) ; 

-S-CH 2 - (thiomethylene) ; 

-CH2-S- (methylene thio) ; 

-CS-NH- (thioamide) ; 

-PO2-NH- (phosphonamide) ; 
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-CHOH- (hydroxymethylene) ; 

-NH-CO-NH- (uree) ; 

-CH CH- (oxirane) ; 

o 

~C N- (tetrazole) ; 

N N 

-CH 2 -CO-NH- (P-homologation) ; 
-CHOH-CH2-NH- (hydroxyethylene amino) ; 

-CO-NH-NH- (hydrazino). 



4. Utilisation selon Tune des revendications 1 a 3, d'analogues peptidiques 
caracterises en ce que I'un au moins des acides amines de la chaine peptidique du 
peptide parent, est substitue par un acide amine non proteinogenique, ledit acide 
amine non proteinogenique etant choisi notamment parmi les acides amines 
suivants: 

- les acides amines de configuration D, 

- les acides a-amines de formule generate : 



dans laquelle : 

. Ri, R2 et R3, represented independamment les uns des autres : un 
atome d'hydrogene, un hydroxyle, un radical alkyle de 1 a 25 atomes de 
carbone, un radical contenant un groupe allyle et ayant de 3 a 25 atomes de 
carbone, un radical contenant un ou plusieurs cycles aromatiques ou non, 
notamment un groupe aryle, et ayant de 6 a 25 atomes de carbone, et notamment 
les groupes suivants : -CH 3 (methyl), -CH 2 CH 3 (ethyl), -(CH 2 ) 4 -CH 3 , 
-CH(CH 3 ) 2 (isopropyl), -C(CH 3 ) 3 (tertiobutyl), -<T> (phenyl), -CH 2 0 (benzyl), 
-CH 2 OCl (para-chlorobenzyl), -CH 2 -CH 2 0> (2-phenyl-ethyI), -CH 2 CHCH 2 
(alkyl), methylfluorenyl, -CH 2 CONH 2 (glycolamide), -CH 2 CON4> 2 
(benzhydrylglycolamide), -CHOHcD, 




etant entendu que Tun des deux groupes R 2 et R 3 peuvent representer une chaine 
laterale d'acides amines naturels lorsque soit Rj, soit 1'autre des deux groupes R 2 
et R 3 ne representee pas un atome d'hydrogene, 
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. le cas echeant, Ri , R2, Ca et N forment un heterocycle de 4 a 8 atomes 
de carbone, aromatique ou non, le cas echeant substitue, notamment un 
heterocycle de formule : 




- les acides P-amines de formule generale : 

0 



U 



r 1 
ft- 



ot4 



dans laquelle Rj, R2 et R3, independamment les uns des autres representent 
une chaine laterale d'un acide amine naturel, ou sont tels que definis ci-dessus, 
notamment : 

. les p-homo amino acides de formule : 



A 



0 



H 



dans laquelle R^ et R2, sont tels que definis ci-dessus, ou 
. les a-hydroxy p-homo amino acides de formule : 



A 




0 14 



dans laquelle Ri et R2, sont tels que definis ci-dessus, 
- les acides y-amines de formule generale : 
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dans laquetle Rj, R 2 , R3 et R4 representent independamment !es uns des 
autres une chaine laterale d'un acide amine naturel, ou Ri, R2 et R3, sont tels que 
definis ci-dessus, et R4 a la meme signification que celle donnee ci-dessus pour 
Rl, R 2 et R 3 , 

notamment les derives de statine de formule : 

J, A /OW 




!() 



5. Utilisation selon Tune des revendications 1 a 4, d'analogues peptidiques 
caracterises en ce qu'ils sont selectionnes parmi ceux susceptibles : 

d'une part d'etre reconnus par les molecules du CMH et de s'associer 
15 avec ces dernieres, notamment par mise en oeuvre de la methode suivante : 

. incubation, de 1' analogue peptidique en presence de molecules du 
CMH, provenant de la lyse de cellules humaines ou animales, ou purifiees 
notamment par chromatographic d'affinite a partir de lignees eel lula ires humaines 
ou animales, sur un support solide recouvert d'un premier anticorps, notamment 
20 monoclonal, reconnaissant specifiquement les molecules du CMH dans leur 
conformation dependante de leur liaison audit analogue peptidique, 

• addition sur le support solide precedent d'un deuxieme anticorps 
marque, notamment par couplage a un marqueur radioactif, enzymatique ou 
fluorescent, ledit anticorps marque reconnaissant specifiquement soit les molecules 
25 du CMH dans leur conformation dependante de leur liaison a 1' analogue 
peptidique, soit une molecule se liant elle-meme specifiquement aux molecules du 
CMH dans leur conformation susmentionnee, notamment la p2-microglobuline 
reconnaissant specifiquement les molecules du CMH de classe I, 

• detection, apres rincage du support solide, de l'eventuelle presence du 
30 deuxieme anticorps marque reste fixe sur le support solide, temoignant d'un effet 
de reconnaissance et d'association entre les molecules du CMH et l'analogue 
peptidique etudie, 

et, d' autre part, de former un complexe avec lesdites molecules du 
CMH, dont la stabilite peut etre evaluee par mise en oeuvre d'une methode de 
35 suivi dans le temps de la liaison etablie entre l'analogue peptidique et les 
molecules du CMH, cette methode etant avantageusement effectuee selon un 
protocole identique a la methode precedente, mais dans laquelle l'etape 
d' incubation de l'analogue peptidique en presence des molecules du CMH sur le 
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support solide recouvert dud it premier anticorps, se fait pendant des temps 
variables de quelques minutes a plusieurs jours. 

6. Utilisation selon Tune des revendications 1 a 5, d'analogues peptidiques 
5 caracterises en ce qu'ils sont selectionnes : 
* parmi ceux susceptibles : 

d'induire in vitro 1' apparition et la croissance de lymphocytes T 
cytotoxiques a partir de cellules humaines ou animales, notamment a partir de 
cellules mononucleees issues du sang peripherique (PBMC), en presence de 
10 facteurs necessaires a la croissance et la differenciation des cellules T 
cytotoxiques, 

d'induire in vitro la cytolyse par des lymphocytes T cytotoxiques, de 
cellules cibles presentant a leur surface 1' analogue peptidique associe aux 
molecules du CMH, lesdits lymphocytes T cytotoxiques etant avantageusement 
15 preleves sur un patient atteint d'une pathologie dans laquelle est implique le 
peptide parent de V analogue peptidique etudie, 

et d'induire in vitro la secretion de cytokines (ou interleukines) par les 
lymphocytes T cytotoxiques susmentionnes, notamment IL-2, IL-4 ou 1' interferon 

20 lesdits analogues peptidiques ainsi selectionnes etant : 

. soit des agonistes des recepteurs (TCR) reconnaissant I'antigene 
(a savoir le peptide parent) des cellules T cytotoxiques, et derivent de peptides 
parents se comportant eux-memes comme des agonistes ou des antagonistes desdits 
recepteurs, 

25 . soit des agonistes partiels desdits recepteurs, et derivent de 

peptides parents se comportant eux-memes comme des agonistes desdits 
recepteurs, ces agonistes partiels induisant notamment la secretion d'une ou 
plusieurs cytokines differentes de celles dont la secretion est induite par les 
peptides parents, 

30 * ou, parmi ceux : 

susceptibles d'induire in vitro T apparition et la croissance de 
lymphocytes T cytotoxiques a partir de cellules humaines ou animales, notamment 
a partir de cellules mononucleees issues du sang peripherique (PBMC), en 
presence de facteurs necessaires a la croissance et la differenciation des cellules T 

35 cytotoxiques, 

n' induisant pas in vitro la cytolyse par des lymphocytes T cytotoxiques, 
de cellules cibles presentant a leur surface V analogue peptidique associe aux 
molecules du CMH, lesdits lymphocytes T cytotoxiques etant avantageusement 
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preleves sur un patient atteint d'une pathologie dans laquelle est implique ie 
peptide parent de l'analogue peptidique etudie, 

n'induisant pas in vitro la secretion de cytokines (ou interleukines) par 
les lymphocytes T cytotoxiques susmentionnes, notamment IL-2, IL-4 ou 
5 V interferon y, 

lesdits analogues peptidiques ainsi selectionnes etant des antagonistes des 
recepteurs des cellules T cytotoxiques. 

7. Analogues peptidiques de peptides parents impliques dans le melanome, 
io notamment le peptide MARTI 27-35, ledit peptide parent comportant, le cas 
echeant, une ou plusieurs mutations, tel que le peptide parent mute MARTI 27-35 
Leu 28 , lesdits analogues peptidiques correspondant auxdits peptides parents dans 
lesquels l'une au moins des liaisons peptidiques -CO-NH- est modifiee, a 
T exception des modifications du type retro, ou retro-inverso, lesdits analogues 
15 etant notamment choisis parmi les suivants : 



- les analogues peptidiques de MARTI 27-35 dont Tune au moins des 
liaisons -CO-NH- est remplacee par une liaison -CH2-NH-, tels que les analogues 
20 4^(1-2) a 4^8-9) suivants : 

Sequences 

PI P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9 

MARTI 27-35 H- A -A - G - I - G - I - L- T - V -OH 

25 ¥(1-2) H-A^(ch 2 nh>A-G - I - G - I - L- T - V -OH 

(2-3) H- A- Af(cn 2 Nn>G- I - G - I - L - T - V -OH 

H'(3-4) H- A - A -Gy(ch 2 nh)I- G - I - L - T - V -OH 

H'(4-5) H-A -A - G - Iy(cii 2 nh)G- I - L - T - V -OH 

H'(5-6) H-a -A - G- I -Gwh 2 n»)I- L- T - V -OH 

30 H>(6 " 7) H ~ A " A " G - I - G - It(ch 2 nh)L- T - V -OH 

¥(7-8) H- A - A - G - I - G - I - LwhjnioT-V -OH 

*<«-9) H-A-A-G-I-G-I-L - T^ 2 nh,V-OH 



35 



- les analogues peptidiques de MARTI 27-35 dont Tune au moins des 
liaisons -CO-NH- est remplacee par une liaison -CH2-CO-NH-, encore designee 
ci-apres p-homo, tels que les analogues pi a P9 suivants : 
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Sequences 

PI P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9 



\A A 0*"P 1 m 


H- A - A - G - I - G - I - L - T - V 


-OH 


p 1 


H-n-hon»A-A- G- I - G - I - L- T - V 


-OH 


R? 
pz 


H- A-p.homoA- G - I - G - I - L- T - V 


-OH 


R"* 


H- A - A -p-homoG-I - G - I - L - T - V 


-OH 


R4 

P^ 


H- A - A - G -p-homoI-G - I - L - T - V 


-OH 


RS 
po 


H- A - A - G - I -p-homoG-I - L - T - V 


-OH 


P6 


H-A -A - G- I - G -Mon»I-L- T - V 


-OH 


P7 


H- A - A - G - I - G - I -p.homoL-T - V 


-OH 


P8 


H-A-A-G-I-G-I-L -p- homo T-V 


-OH 


P9 


H-A-A-G-I-G-I-L-T 


>V-OH 



- les analogues peptidiques de MARTI 27-35 Leu 2 * 5 dont Tune au moins des 
liaisons -CO-NH- est remplacee par une liaison -CH2-CO-NH-, tels que les 
analogues pi a £9 susmentionnes dans lesquels ]' alanine en P2 est remplacee par 
une leucine, 

- les analogues peptidiques de MARTI 27-35 dont Tune au moins des 
liaisons -CO-NH- est remplacee par une liaison -CH2-CH2-, tels que les analogues 
suivants : ■ O 

1 H 2 N ^^^^^^"Gly-lle-Gly-lle-Leu-Thr-Vat-OH 



O 



H-Aia. 




tle-Gly-lle-Leu-Thr-Val-OH 







8 H-Ala-Ala-Giy-lle-Gly-lle-Leu 



8. Analogues peptidiques des peptides parents du virus de la grippe, 
notamment du peptide parent M58-66, lesdits analogues peptidiques correspondant 
auxdits peptides parents dans lesquels: 

- Tune au moins des liaisons peptidiques -CO-NH- est modifiee, a 
Texception des modifications du type retro, ou retro-inverso, lesdits analogues 
etant notamment choisis parmi ceux dont l'une au moins des liaisons -CO-NH- est 
remplacee par une liaison -CH2-NH-, tels que les analogues suivants : 



Sequences 
PI P2 P3 P4 P5 P6 



P7 P8 P9 



M58-66 

H'(l-2) 

¥(2-3) 

¥(3-4) 

¥(4-5) 

¥(5-6) 

¥(6-7) 

¥(7-8) 

¥(8-9) 



H- G - L - L - G - F 
H-GM-(a( 2 NH)L-L ~ G - F 
H-G- Lt(ch 3 nh)L- G - F 
H- G - L -Lncn 7 Nii)G- F 



V 
V 
V 
V 



H-G 
H-G -I 
H-G 
H-G 
H-G 



- L - 



L - Gy(CH 2 NII)F- V - 

I- - G - Ft(ch 7 nh)V- F - T 
1- - G - F - VTtcM 7 rm)F- T 

V - FYraijNHiT - L -OH 

V - F - Tt(ch 2 nm)L-OH 



- L - 

- L - 1- - G - F - 
-L - L- G - F - 



F -OH 
L -OH 

l -on 

L -OH 
L -OH 
L-OH 
I. -OH 
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- I'un au moins des acides amines de la chaine peptidique, est substitue par 
un acide amine non proteinogenique, tels que les analogues suivants : 



[Tic62]M58-66 



15 



20 



H-Gly £ *-lfe-Leu-Gly 



[3-Pya62JM58-66 

H-GIy^-lle-Leu-Gly 




[2-Tha62]M58-66 

H Gly^-lle-Leu-GJy^ 



Thr-L€u 65 OH 



Thr-Leu^-OH 




Thr-Leu^-OH 



25 



[D-Phe62]M58-66 

H-Giy^-lle-Leu-Gfy^ 




-Leu^-OH 



30 



[Tic64]M58-66 



H-Gfy^-He-Leu-Gly 




■Thr-Leir^-OH 



[3-Pya64]M58-66 



H-G.'y^-lie-Leu-Gfy 




Thr-Leu E€ -OH 
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O 




U.^A^ ^Thr-Leu^-OH 

f ft 
O >^ O 



tD-Phe64]M58-66 

H-Gfy^-IIe-Leu-Gly^ 





O 



o 



[Cha62]M58-66 

H-GIy^-He-Leu-Gly. 




O 




Tl-r-Leu^-OH 



O 



[N-MePhe62]M58-66 



H-Gly^-re-Leu-Giy^ 




O 




Thr-Lei/^-OH 



O 



lpCI-Phe62]M58-6B 




o 



O 




o 



(Phg62]M58-66 




O 




Thr-Leu^-OH 



O 
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9. Analogues peptidiques de peptides parents du virus du SID A, notamment 
des peptides NEF 84-92, et GAG 77-85, lesdits analogues peptidiques 
2f> correspondant auxdits peptides parents dans lesquels Tune au mo ins des liaisons 
peptidiques -CO-NH- est modifiee, a 1' exception des modifications du type retro, 
ou retro-inverso, lesdits analogues etant notamment choisis parmi : 

- ceux dont Tune au mo ins des liaisons -CO-NH- est remplacee par une 
liaison -CH2-NH-, tels que les analogues NEFRD1-8 du peptide NEF, et 
30 GAGRD1-8 du peptide GAG suivants : 



NEF 


A VDLSHFLK 


NEFRD 1 


A V F(CH 2 -NH)VDLSHFLK 


NEFRD2 


AVT(CH 2 -NH)DLSHFLK 


N EFRD 3 


AVDT(CH 2 -NH)LSHFLK 


NEFRD4 


AVDLT(CH 2 -NH)SHFLK 


NEFRD5 


AVDLST(CH 2 -NH)HFLK 


NEFRD6 


AVDLSHT(CH 2 -NH)FLK 


NEFRD7 


AVDLSHFT(CH 2 NH)LK 


NEFRD 8 


AVDLSHFLT(CH 2 -NH)K 
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GAG SLYNTVATL 

GAGRD1 ST(CH 2 -NH)LYNTVATL 

GAGRD2 SL4'(CH 2 -NH)YNTVATL 

5 GAGRD3 SLYHK(CH 2 -NH)NTVATL 

GAGRD4 SLYN^(CH 2 -NH)TVATL 

GAGRD5 SLYNTT(CH 2 -NH)VATL 

GAGRD6 SLYNTVT(CH 2 -NH)ATL 

GAGRD7 SLYNTVA V F(CH 2 NH)TL 

10 GAGRD8 SLYNT V A T T ( C H 2 - N H ) L 



- ceux dont I'une au moins des liaisons -CO-NH- est remplacee par une 
liaison -CHOH-NH-, tels que les analogues NEFHEA1-8 du peptide NEF 
suivants : 

15 





NEF 


A VDLSHFLK 


N 


EFHE A 1 


A H J ( CHOH- NH)VDLSHFLK 


N 


E F H E A 2 


A V H' ( CHOH- NH)DLSHFLK 


N 


EFHE A3 


A V D T ( CHOH- NH)LSHFLK 


N 


EFHE A4 


AVDL^( CHOH- N H ) S H F L K 


N 


EFHE A5 


AVDLST( CHOH- N H ) H F L K 


N 


EFHEA6 


A VDLSHT( CHOH- N H ) F L K 


N 


EFHE A7 


AVDLSHFT( CHOH- N H ) L K 


N 


EFHEA8 


AVDLSHFL V P( CHOH- N H ) K 



25 

10. Utilisation d 'analogues peptidiques definis dans Tune des revendications 
1 a 9, pour la preparation de medicaments, notamment de vaccins, destines a la 
prevention ou au traitement des pathologies dans lesquelles les peptides parents 
sont des agonistes ou antagonistes des recepteurs reconnaissant l'antigene des 
30 cellules T cytotoxiques, et plus particulierement des pathologies 
neurodegeneratives infectieuses (d'origine virale ou bacterienne), tumorales 
(notamment le melanome), auto-immunes et allergiques. 



11. Composition phannaceutique, caracterisee en ce qu'elle comprend a titre 
de principe actif au moins un analogue peptidique defini dans Tune des 
revendications 1 a 9, en association avec un vehicule pharmaceutiquement 
acceptable. 
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12. Vaccin caracterise en ce qu'il comprend un analogue peptidique 
agoniste, le cas echeant partiel, defini dans Tune des revendications 1 a 9, en 
association avec un vehicule pharmaceutiquement acceptable. 

13. Composition de diagnostic pour le diagnostic in vivo de pathologies 
impliquant la reponse immunitaire a mediation cellulaire, notamment les 
lymphocytes T cytotoxiques, ou pour revaluation in vivo de la reponse 
immunitaire dans le cadre des pathologies susmentionnees, par mise en oeuvre 
d'une reaction cutanee d'hypersensibilite par injection intradermique de ladite 
composition de diagnostic, caracterisee en ce qu'elle comprend un analogue 
peptidique defini dans Tune des revendications 1 a 9, en association avec un 
vehicule physio logiquement acceptable. 

14. Complexe entre un analogue peptidique defini dans Tune des 
revendications 1 a 9, et un element du complexe d'histocompatibilite majeur 
(encore designe complexe binaire MHC-analogue peptidique), et eventuellement 
un recepteur de cellules T (encore designe complexe ternaire MHC-analogue 
peptidique-recepteur T). 

15. Methode de diagnostic in vitro de pathologies impliquant la reponse 
immunitaire a mediation cellulaire, notamment les lymphocytes T cytotoxiques, a 
savoir de pathologies associees a la presence dans I'organisme d'un patient, de 
peptides exogenes ou endogenes interagissant avec des molecules du CMH, et 
susceptibles d'etre directement ou indirectement impliques dans le processus de 
developpement de ces pathologies chez rhomme ou 1' animal, caracterisee en ce 
qu'elle comprend: 

- la mise en contact d'un echantillon biologique provenant d'un patient, avec 
un analogue peptidique defini dans Tune des revendications 1 a 9, dans des 
conditions permettant la reaction entre les recepteurs des cellules T susceptibles 
d'etre presentes dans 1 'echantillon biologique, et le complexe binaire susceptible 
d'etre forme entre ledit analogue peptidique et les molecules du CMH presentes 
dans ledit echantillon ; 

- la detection in vitro du complexe ternaire CMH-analogue peptidique 
peptidique-recepteur T, susceptible d'etre forme a l'etape precedente. 

16. Necessaire ou kit pour la mise en oeuvre de methodes de diagnostic in 
vitro selon la revendication 15, comprenant: 

- un analogue peptidique defini dans i'une des revendications 1 a 9; 
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- des reactifs pour rendre un milieu apte a la formation d'une reaction 
immunologique; 

- des reactifs permettant de detecter le complexe ternaire selon la 
revendication 14, qui a ete produit a Tissue de la reaction immunologique, lesdits 

5 reactifs contenant eventuellement un marqueur ou etant susceptibles d'etre 
reconnus a leur tour par un reactif marque, plus particulierement dans le cas ou 
ledit analogue peptidique n'est pas marque. 

17. Anticorps diriges contre les complexes binaires tels que definis dans la 
10 revendication 14, lesdits anticorps etant tels qu'obtenus par immunisation d'un 

animal avec au moins un complexe binaire susmentionne, lesdits anticorps etant 
susceptibles de former un complexe avec ces complexes binaires. 

18. Composition pharmaceutique, caracterisee en ce qu'elle comprend des 
15 anticorps selon la revendication 17, en association avec un vehicule 

physiologiquement acceptable. 

19. Procede de criblage d' analogues peptidiques definis dans l'une des 
revendications 1 a 9, caracterise en ce qu'il comprend les etapes suivantes : 

20 . incubation pendant des temps variables de quelques minutes a 

plusieurs jours, de 1' analogue peptidique en presence de molecules du CMH, 
provenant de la lyse de cellules humaines ou animates, ou purifiees notamment par 
chromatographic d'affinite a partir de lignees cellulaires humaines ou animales, 
sur un support solide recouvert d'un premier anticorps, notamment monoclonal, 

25 reconnaissant specifiquement les molecules du CMH dans leur conformation 
dependante de leur liaison audit analogue peptidique, 

• addition sur le support solide precedent d'un deuxieme anticorps 
marque, notamment par couplage a un marqueur radioactif, enzymatique ou 
fluorescent, ledit anticorps marque reconnaissant specifiquement soit les molecules 

30 du CMH dans leur conformation dependante de leur liaison a 1' analogue 
peptidique, soit une molecule se liant elle-meme specifiquement aux molecules du 
CMH dans leur conformation susmentionnee, notamment la p2-microglobuline 
reconnaissant specifiquement les molecules du CMH de classe I, 

• detection, apres rincage du support solide, de l'eventuelle presence du 
35 deuxieme anticorps marque reste fixe sur le support solide, 

• evaluation de la duree de 1' association entre ledit analogue peptidique 
et les molecules du CMH. 
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20. Trousse ou kit pour la mise en oeuvre d'un procede de criblage selon la 
revendication 19, comprenant : 

- des molecules du CMH, et/ou 

- des anticorps, reconnaissant specifiquement les molecules du CMH dans 
leur conformation dependante de leur liaison audit analogue peptidique, 
avantageusement fixes sur un support solide, ou fournis avec les reactifs 
necessaires a leur fixation sur le support solide, et/ou 

- des anticorps marques, notamment par couplage a un marqueur radioactif, 
enzymatique ou fluorescent, reconnaissant specifiquement soit les molecules du 
CMH dans leur conformation dependante de leur liaison a V analogue peptidique, 
soit une molecule se liant elle-meme specifiquement aux molecules du CMH dans 
leur conformation susmentionnee, notamment la p2-microglobuline reconnaissant 
specifiquement les molecules du CMH de classe I, et/ou 

- un protocole pour la mise en oeuvre dudit procede, et/ou 

- un peptide de controle. 
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Demands international No. PCT/FR 98 /G0923 

SUITE DES RENSEIGNEMENTS INDIQUES SUR PCT/ISA/ 210 

L' administration chargee de la recherche international a trouve 
plusieurs (groupes d') inventions dans la demande internationale, a 



1. revendi cations: 1-7 10-20 

Revendi cations 1-6 (partiel lement) ; Revendication 7- 
revendi cations 10-20 (partiel lement) : Analogues peptidiques 
de Marti 7-35; utilisation pour la preparation d'un 
medicament; compositions pharmaceutiques ou diagnostic ou 
vaccins ou complexes les contenant, ant i corps contre les 
analogues sus-mentionnes, et methodes et kit pour utiliser 
les analogues. 



2. revendi cations: 1-6,8,10-20 

Revendi cations 1-6 (partiel lement) ; Revendication 8; 
revendi cations 10-20 (partiel lement) : Analogues peptidiques 
de M58-66 (peptide antigenique du virus de la grippe); 
utilisation pour la preparation d'un medicament; 
compositions pharmaceutiques ou diagnostic ou vaccins ou 
complexes les contenant, anticorps contre les analogues 
sus-mentionnes, et methodes et kit pour utiliser les 
analogues. 



3. revendi cations: 1-6,9-20 

Revendi cations 1-6 (partiel lement) ; Revendication 9- 
revendi cations 10-20 (partiel lement) : Les analogues 
peptidiques de NEF 84-92 et GAG 77-85 (peptides antigeniques 
du virus du SIDA; utilisation pour la preparation d'un 
medicament; compositions pharmaceutiques ou diagnostic ou 
vaccins ou complexes les contenant, anticorps contre les 
analogues sus-mentionees, et methodes et kit pour utiliser 
les analogues. 





Oeinande Internationale n° 


RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 

f^^rfva 1 fit*** _ ■ .1:1 a: • * 


PCT/FR 98/00923 



-1 — ™ <fH 

(suite du point 1 do la premiere feuille) 



Conformemerrt a 1'artieJe 1 7.2)a), certaines revendications n'ont pas fait I'objet cfune recherche pour les motifs suivants: 

1 . [ | Les revendicatiort3 n 03 

se rapportent a un objet a I'egard duquel ('administration nest pas tenue de proceder a fa recherche, a savoir: 



Les revendicattons n° 



se rapportent a des parties de la demands intemationaie qui ne rempJissent paa sumsamment les conditions present bs pour 
qu une recherche significative puisse etre effectuee, en particulier: 



3. j | Les revendicattons n M 

sont des reyendi cations dependantes et ne sont pas redigees conformement aux dispositions de la deuxieme et de la 
troisieme phrases de la regie 6.4.a). 

Cadre II Observations - lorsqu'il y a absence d'unite de I'invention (suite du point 2 de la premiere feuille) 



L'administration chargee de la recherche intemationaie a trouve piusieurs inventions dans la demande intemationaie, a * 

voir feuille supplementaire 



1 * Lxl Comme toutes les taxes additionnelles ont ete payees dans les delais par le deposant, le present rapport de recherche 
L - Q - 1 Internationale porte sur toutes les revendications pouvant faire I'objet d'une recherche. 

2. CH Ctomme toutes les reeherches port ant sur les revendications qui sy pretaient ont pu etre effectuees sans effort particuUer 
justitiant une taxe additionneile, I'administration n'a sollicite le paiement d'aucune taxe de cette nature. 



r~j Comme une partis seuiement des taxes additionnelles demandees a ete payee dans les delais par le deposant, le present 
rapport de recherche Internationale ne porte que sur les revendications pour lesquelles les taxes ont ete payees, a savoir 
les revendications n 08 



4 * EH ^ CU "f t ^L Q additionnofl e demandee n'a ete payee dans les delais par le deposant En consequence, le present rapport 
de recherche intemationaie ne porte que sur I'invention mentionnee en premier lieu dans les revendications' elte est 
couverte par ies revendications n °* ' 



Remarque quant a la reserve | X| Les taxes additionnelles etaiertt accompagnees d'une reserve de la part du deposan . 

[ | Le paiement des taxes additionnelles n'etart assorti d'aucune reserve. 
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C.<suite> DOCUMENTS CONSIDERES COM ME PERTINENTS 



Categoric - 



identification des documents cites, avec.le cas echeant. I'indicationdes passages pertinents 



no. des revendications visees 



P,X 



WO 95 24916 A (CENTRE NAT RECH SCIENT 

;GUICHARD GILLES (FR); MULLER SYLVIANE 

(FR)) 21 septembre 1995 

cite dans la demande 

voir le document en entier 

WO 98 02538 A (AKZO NOBEL NV ; FIGDOR CARL 

GUSTAV (NL); ADEMA GOSSE JAN (NL)) 

22 Janvier 1998 

voir revendications; exemples 

WO 95 29193 A (US HEALTH) 2 novembre 1995 

voir page 12, ligne 4 - ligne 30; 
revendications 

WO 97 34613 A (UNIV VIRGINIA) 
25 septembre 1997 

voir page 20, ligne 32 - page 25, ligne 
38; revendications; exemples; tableau A 

WO 95 23166 A (DEAKIN RES LTD ; C0MIS ALFIO 
(AU); TYLER MARGARET ISABEL (AU); FISC) 
31 aout 1995 

voir page 6, ligne 38 - page 8, ligne 4; 
revendications 

voir page 8, ligne 19 - ligne 22 
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1-8, 
10-20 



1-8, 
10-20 



1,8 



Formulatra PCT/lSA/210 (siite de la deuxieme lomOef (juillet 1992) 



page 3 de 



3 



RAPPORT DE RECHER 



INTERNATIONALE 



Dem t .iTinternationale No 

PCT/FR 98/00923 



C.< suite) DOCUMENTS CONSIDERES COM ME PERTINENTS 


Categorie ■ 


Identification des documents cites, avec.le cas echeant. I'indicationdes passages pertinents 


no. des re vena teat ions visees 


X 


GUICHARD, GILLES ET AL: "Efficient 

binding of reduced peptide bond 

pseudopeptides to major histocompatibility 

complex class I molecule" 

J. BIOL. CHEM. (1995), 270(44), 26057-9 

CODEN: JBCHA3;ISSN: 0021-9258,1995, 

XP002053877 

voir page 26059, colonne de gauche, alinea 
3 - colonne de droite, alinea 1 


1-7, 
10-20 


X 


GUICHARD, G. ET AL: "Synthesis and 
antigenic properties of reduced peptide 
bond pseudopeptide analogs of a hi stone H3 
hexapeptide" 

PEPT. RES . (1994), 7(6), 308-21 C00EN: 
PEREE0;ISSN: 1040-5704,1994, XP002053878 
voir page 319, colonne de droite, alinea 2 
- page 321, colonne de gauche, alinea 1 


1-7, 
10-20 


X 


CM. HILL ET AL.: "Exploration of 

Requirements for Peptide Binding to HLA 

DRB1*0101 and DRB*0401" 

JOURNAL OF IMMUNOLOGY , 

vol. 152, no. 6, 15 mars 1994, pages 

2890-2898, XP002053879 

BALTIMORE US 

voir page 2896, colonne de droite, alinea 
2 - page 2898, colonne de gauche, alinea 
1; tableaux IV, VI, VII 


1-7, 
10-20 


X 


W0 92 02543 A (CYTEL CORP ;SAND0Z LTD 
(CH); SANDOZ AG (DE)) 20 fevrier 1992 
voir page 7, alinea 3 - page 9, alinea 1 
voir page 15, alinea 2 - page 17, alinea 
2; revendi cations; exemples 


1-7, 
10-20 


X 


WO 93 04080 A (JAPAN TOBACCO INC) 
4 mars 1993 

voir page 7, ligne 17 - page 8, ligne 19 
voir page 34, ligne 20 - page 38, ligne 3; 
revendi cations 


1-7 


X 


W0 96 39443 A ( IGEN INC) 12 decembre 1996 
voir page 7, ligne 10 - page 10, ligne 36; 
revendi cati ons ; exemples 


1-7 


X 


W0 94 05311 A (DEAKIN RES LTD ;COMIS ALFI0 
(AU); FISCHER PETER (NO); TYLER MAR GAR ) 
17 mars 1994 

voir le document en entier 
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A CLASSEMENT OE LOBJET DE LA DEMANDE " — 

CIB 6 C07K14/47 C07K14/11 A61K39/145 A61K38/17 G01N33/68 



Selon la classification Internationale des brevets (CIS) ou a la fois selon la classification national el la ClB 
B. DQMAINES SUR LESOUELS LA RECHERCHE A PORTE 



Documentation minimale consultee (system© be dassilication suivi des symboles de classement) 

CIB 6 C07K A61K G01N 



Documentation consultee autre que la documentation minimale dans la mesure oil ces documents relevent des domaines sur lesquels a porte ta recherche 



Base de donnees electronique consultee au cours de la recherche international© (nom de ta base de donnees. et si realisable, termes de recherche utilises) 



C. DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 



Categoric J 



Identification des documents cites, avec. le cas echeant. Indication des passages pertinents 



no. des revendications visees 



BENKIRANE, NADIA ET AL: "Exploration of 
requirements for peptidomimetic immune 
recognition. Antigenic and immunogenic 
properties of reduced peptide bond 
pseudopeptide analogs of a hi stone 
hexapeptide" 

J. BIOL. CHEM. (1996), 271(52), 
33218-33224 CODEN: JBCHA3; ISSN: 0021-9258, 
1996, XP002053876 

voir page 33221, colonne de droite, alinea 
2 - page 33224, colonne de gauche, alinea 
2 

-/— 



1-7, 
10-20 



j~x1 Voir,a 



suite du cadre C pour la tin de la tiste des documents 



El 



Les documents de families de brevets sont indiques en annexe 



Categories speciales de documents cites: 

"A" document deftnissant I'etat general de la technique, non 
considere comme particulierement pertinent 

"E" document anterieur, mais publie a la date de depot international 
ou apres cette date 

"L" document pouvant jeter un doute 3ur une revendication de 
priority ou cite pour determiner la date de publication d'une 
autre citation ou pour une raison speciale (telle qu'indtquee) 

"O" document se r^ferant a une divulgation orale, a un usage, a 
une exposition ou tous autres moyens 

"P" document publie avant la date de depot international, mais 
posterieurement a la date de pnorrte revendiquee 



"T" document ulterieur publie apres la date de depdt international ou la 
date de priorite et n appartenenant pas a I etat de la 
technique pertinent, mais cite pour comprendre le principe 
ou la theorie constituant la base de l invention 

"X - document particulierement pertinent; IMnven tion revendiquee ne peut 
etre consideree comme nouvelle ou comme impliquant une activite 
inventive par rapport au document considere isotement 

"Y" document particulierement pertinent; finven tion revendiquee 

ne peut etre consideree comme impliquant une activite inventive 
lorsque le document est associe a un ou plusieurs autres 
documents de meme nature, cette combinaison etant evidente 
pour une personne du metier 

"&" document qui fait partie de la meme famille de brevets 



Date a laquelle la recherche Internationale a ete effectivement achevee 



24 juin 1999 



Date d expedition du present rapport de recherche Internationale 



07 07 1999 



Nom et adresse postale de ladministration chargee de ta recherche intemationale 
Office Europeen des Brevets, P. 8. 5818 Patentlaan 2 
NL - 2280 HV Rijswijk 
Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl, 
Fax: (+31-70) 340-3016 



Fonctionnatre autorise 
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INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



International application No. 
PCT/FR 98/00923 



The International Searching Authority found several (groups of) inventions in the international 
application, namely: 

1. Claims: 1-7, 10-20 

Claims 1-6 (partially); Claim 7; Claims 10-20 (partially): Marti 7-35 peptide analogues; use for 
preparing a medicine; pharmaceutical or diagnostic or vaccine compositions or complexes 
containing same, antibodies against said analogues, and methods and kit for using said 
analogues. 

2. Claims: 1-6, 8, 10-20 

Claims 1-6 (partially); Claim 3; Claims 10-20 (partially): M58-66 peptide analogues (peptide 
antigenic of the influenza virus); use for preparing a medicine; pharmaceutical or diagnostic or 
vaccine compositions or complexes containing same, antibodies against said analogues, and 
methods and kit for using said analogues. 

3. Claims 1-6, 9-20 

Claims 1-6 (partially); Claim 9; Claims 10-20 (partially): NEF 84-92 and GAG 77-85 peptide 
analogues (peptides antigenic of the SIDA virus); use for preparing a medicine; pharmaceutical 
or diagnostic or vaccine compositions or complexes containing same, antibodies against said 
analogues, methods and kit for using said analogues. 
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International application No. 
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Box I Observations where certain claims were found unsearchable (Continuation of item 1 of first sheet) 



This international search report has not been established in respect of certain claims under Article 1 7(2)(a) forthe following reasons: 
1. I I ClairasNos.: 

1 — 1 because they relate to subject matter not required to be searched by this Authority, namely: 



2. | [ Claims Nos.: 

because they relate to parts of the international application that do not comply with the prescribed requirements to such 
an extent that no meaningful international search can be carried out, specifically: 



3 . I I Claims Nos. : 

because they are dependent claims and are not drafted in accordance with the second and third sentences of Rule 6.4(a). 



Box II Observations where unity of invention is lacking (Continuation of item 2 of first sheet) 



This International Searching Authority found multiple inventions in this international application, as follows: 



see supplementary sheet 



1 I X I As al * re£ I uu " ec * additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report covers all 

searchable claims. 

2 As all searchable claims could be searched without effort justifying an additional fee, this Authority did not invite payment 
of any additional fee. 

3. | | As only some of the required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report 
— covers only those claims for which fees were paid, specifically claims Nos. : 



4. I I No required additional search fees were timely paid by the applicant. Consequently, this international search report is 
1 — 1 restricted to the invention first mentioned in the claims; it is covered by claims Nos. : 



Remark on Protest [X | The additional search fees were accompanied by the applicant's protest. 

| | No protest accompanied the payment of additional search fees. 
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Category* 
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Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages 
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WO 95 24916 A (CENTRE NAT RECH SCIENT; 
GUICHARD GILLES (FR); MULLER SYLVIANE (FR)) 

21 September 1995 (21.09.95) 
cited in the application 
see the whole document 

WO 98 02538 A (AKZO NOBEL NV; FIGDOR CARL 
GUSTAV (NL); ADEMA GOSSE JAN (NL) ) 

22 January 1998 -(22.01.98) 
see claims; examples 

W0 95 29193 A (US HEALTH) 2 November 1995 (02.11.95) 

see page 12, line 4 - line 30; 

claims 

W0 97 34613 A (UNIV VIRGINIA) 

25 September 1997 (25.09.97) 

see page 20, line 32 - page 25, line 38; claims; 

examples; board A 

W0 95 23166 A (DEAKIN RES LTD ;C0MIS ALFI0 
(AU); TYLER MARGARET ISABEL (AU); FISC) 

31 August 1995 (21.08.95) 

see page 6, line 38 - page 8, line 4; 

claims 

see page 8, line 19 - line 22 



Relevant to claim No. 



1-8 



1-8 
10-20 



1-8 

10-20 



1,8 



1 
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IntenfaUona) application No. 



C (Continue 


ition). DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 


Category* 


Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages 


Relevant to claim No. 



GUICHARD , GILLES ET AL: "Efficient 
binding of reduced peptide bond 
pseudopeptides to major histocompatibility 
complex class I molecule" 
J. BIOL. CHEM. (1995), 270(44), 26057-9 
CODEN: JBCHA3;ISSN: 0021-9258 1995 
XP002053877 

see page 26059, left column, paragraph 3 - 
right column, paragraph 1 

GUICHARD, G. ET AL: "SynthVsis and 
antigenic properties of reduced peptide 

h«Jpe5t1de- ePt1de anal ° 9S ° f 3 h1St0ne H3 
PEPT. RES. (1994), 7(6), 308-21 CODEN* 
PEREEO;ISSN: 1040-5704,1994, XP002053878 
see page 319, right column, paragraph 2 - 
page 321, left column, paragraph 1 

CM. HILL ET AL.: "Exploration of 
Requirements for Peptide Binding to HLA 
DRB1*0101 and DRB*0401" 
JOURNAL OF IMMUNOLOGY, 
vol. 152, no. 6, 1 Search 1994, pages 
2890-2898, XP002053879 
BALTIMORE US 

see page 2896, right column, paragraph 2 - 
page 2898, left column, paragraph 1; boards IV, VI, VII 

W0 92 02543 A (CYTEL CORP; SAND0Z LTD 
(CH); SAND0Z AG (DE)) 20 February 1992 (20.02.92) 
see page 7, paragraph 3 - page 9, paragraph 1 
see page 15, paragraph 2 - page 17, paragraph 2; 
claims; examples 

W0 93 04080 A (JAPAN TOBACCO INC) 
4 March 1993 (04.03.93) 
see page 7, line 17 - page 8, line 19 
see page 34, line 20 - page 38, line 3; claims 

W0 96 39443 A (IGEN INC) 12 December 1996 (12.12.96) 
see page 7, line 10 - page 10, line 36; 
claims; examples 

W0 94 05311 A (DEAKIN RES LTD; C0MIS ALFI0 
(AU); FISCHER PETER (NO); TYLER MARGAR) 
17 March 1994 (17.03.94) 
see the whole document 
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INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



International application No. 
PCT/FR 98/00923 



A. CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER 

CIB 6 C07K14/47 C07K14/11 A61K39/145 A61K38/17 G01N33/68 
According to International Patent Classification (IPC) or to both nat ional classification and IPC 

B. FIELDS SEARCHED 

Minimum documentation searched (classification system followed by classification symbols) 

CIB 6 C07K A61K G01N 
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